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 Resumen           
 
La angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7)) ejerce sus efectos a través del receptor 
(R) Mas, un R acoplado a proteína G (RAPG) involucrado en respuestas anti-
hipertensivas, cardio, reno y cerebroprotectoras. La unión de un agonista a un 
RAPG no solo provoca su activación, sino que también desencadena su 
desensibilización, con la consecuente endocitosis del R. La internalización y 
tráfico de los RAPGs es crítica en la regulación temporal y espacial de la 
señalización mediada por un R. 
 Nuestro primer objetivo fue esclarecer las vías involucradas en la 
internalización del R Mas y el tráfico del mismo una vez endocitado en células 
embrionarias humanas de riñón (HEK293T, sigla en inglés de human embryonic 
kidney cells). A su vez, nos propusimos estudiar si el R, una vez internalizado, 
activa vías de señalización desde los endosomas tempranos y el rol de la β-
arrestina2 en la señalización intracelular del R Mas. Las células HEK293T se 
transfectaron con una construcción que codifica para el R Mas fusionado a la 
proteína fluorescente amarilla (R Mas-YFP). La internalización del R Mas se evaluó 
midiendo el R presente en la membrana plasmática después del estímulo con el 
agonista mediante ensayos de unión ligando-R. El tráfico del R Mas fue evaluado 
por ensayos de colocalización del R Mas con marcadores de tráfico de Rs. El R Mas 
no fue internalizado luego del estímulo con Ang-(1-7) cuando se bloquearon 
simultáneamente las vías de endocitosis por clatrina con una dominante negativa 
para la Eps15, proteína implicada en la endocitosis de Rs por vesículas cubiertas de 
clatrina, y por caveolas con un siRNA para caveolina-1, proteína esencial para la 
internalización por esta vía. El mismo resultado se observó en presencia de una 
dominante negativa para la dinamina, proteína esencial para el clivaje de la 
membrana invaginada. Después del estímulo, el R Mas colocalizó con Rab11, 
marcador de vesículas de reciclaje lento, y no con Rab4, marcador de vesículas de 
reciclaje rápido o LysoTracker, marcador de lisosomas. Además, se observó un 
aumento en la activación de las vías de Akt y ERK1/2 luego del estímulo con la 
Ang-(1-7), que se bloqueó en presencia de una dominante negativa para la 
internalización por vesículas cubiertas de clatrina. El silenciamiento de la β-
arrestina2 redujo la activación de ERK1/2 inducida por el estímulo con la Ang-(1-





Estos resultados demuestran que el R Mas se internaliza a través de 
vesículas cubiertas de clatrina y de caveolas de manera dinamina dependiente y 
luego se recicla lentamente hacia la membrana plasmática. El R Mas induce la 
activación de Akt y ERK1/2 desde los endosomas tempranos, siendo la activación 
de ERK1/2 mediada por β-arrestina2.  
Dado que este sistema implica una sobreexpresión del R, evaluamos también 
la internalización y el tráfico del R en cultivos primarios de neuronas del tronco 
encefálico de ratas normotensas Wistar-Kyoto (WKY). Algunas patologías están 
asociadas con una alteración en la internalización y tráfico de Rs. Por ello, nuestro 
segundo objetivo fue estudiar el mecanismo de internalización y tráfico del R Mas 
en neuronas del tronco encefálico de ratas espontáneamente hipertensas (SHR).   
Mediante radioinmunoensayo confirmamos que el R Mas fue internalizado 
luego del estímulo con la Ang-(1-7) en neuronas del tronco encefálico de ratas 
WKY y SHR.  Además, observamos que el R Mas colocalizó con β-arrestina2, con 
caveolina-1, con EEA1, marcador de endosomas tempranos, y con Rab11 mientras 
que no lo hizo con el marcador de lisosomas, tanto en neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY como de ratas SHR.  Ello demuestra que el R Mas, luego 
del estímulo con su ligando, es internalizado a endosomas tempranos y reciclado a 
la membrana plasmática, lo cual coincide con lo observado en células HEK293T.  
Sin embargo, en las neuronas de ratas SHR una mayor fracción del R Mas 
fue direccionada a endosomas tempranos mientras una menor fracción fue reciclada 
a la membrana plasmática en comparación con las neuronas de WKY. Además, los 
ensayos de unión ligando-R revelaron que la unión de la Ang-(1-7) fue menor en las 
neuronas de ratas SHR y no se observó respuesta a la Ang-(1-7) cuando se 
evaluaron las vías de Akt y de ERK1/2 así como la liberación de derivados del 
ácido araquidónico y la producción de óxido nítrico. Esto sugiere que en las 
neuronas de ratas SHR el R Mas estaría menos expuesto en la membrana para 
responder a estímulos. Sorprendentemente, cuando evaluamos la colocalización del 
R Mas con un marcador nuclear observamos que las neuronas de SHR presentaron 
un aumento en el contenido del R Mas en el núcleo luego de ser estimuladas con la 
Ang-(1-7), no así en las neuronas de WKY ni en las células HEK293T. Estos 
resultados fueron confirmados mediante ensayos de Western-blot y 
radioinmunoensayo de fracciones nucleares.  
Nuestros resultados muestran que el R Mas, luego del estímulo con la Ang-





finalmente reciclado a la membrana plasmática mediante vesículas de reciclado 
lento y por ende competente para responder a un nuevo estímulo. El mismo 
resultado observamos en las neuronas de ratas WKY y SHR, encontrando 
diferencias en el tráfico del R Mas en neuronas de ratas SHR con respecto a WKY: 
mayor internalización del R Mas, menor reciclado a la membrana plasmática y 
direccionamiento al núcleo celular. Este tráfico diferencial del R Mas en las 
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Introducción          
 
2.1- Receptores acoplados a proteína G 
 
La superfamilia de los receptores (Rs) acoplados a proteína G (RAPGs) 
consiste en Rs de siete segmentos transmembrana que constituyen la  familia más 
grande de Rs integrales de membrana (Farran, 2017). Miembros de esta 
superfamilia están codificados por aproximadamente el 4-10% del genoma y 
participan en una gran diversidad de procesos fisiológicos en los mamíferos 
(Foord y col., 2002; Lefkowitz, 2007; Smith y Milligan, 2010; Latek y col., 2012; 
Lin y Man 2013). La familia de los RAPGs comprende alrededor de 800 Rs 
humanos (Lin y col. 2012), clasificados filogenéticamente en cinco subfamilias, a 
saber: los clase A (tipo I, similares a la rodopsina), clase B (tipo II, tipo R de 
secretina), clase C (tipo III, metabotrópicos del tipo R de glutamato) y otras dos 
clases que muestran baja, pero significativa, similitud de secuencia con los 
receptores clase B (Foord y col., 2002). Estas familias de Rs muestran poca o 
ninguna identidad de secuencia, pero todos los miembros comparten la misma 
característica estructural: todos los RAPGs tienen siete segmentos 
transmembrana. Es decir, la estructura de los RAPGs está altamente conservada a 
pesar de existir una gran divergencia en la secuencia de aminoácidos entre los 
miembros de esta superfamilia. El primer paso en la elucidación de la estructura 
de los RAPGs se logró en el año 2000, cuando la rodopsina bovina se logró 
critalizar (Palczewski y col., 2000). Esto delineó una “plantilla estructural” 
general para otros RAPGs, que consiste en siete hélices transmembrana 
conectadas por seis bucles de diferentes longitudes (Farran, 2017).  
Los RAPGs son activados por una gran diversidad de ligandos, 
incluyendo: fotones, iones, hormonas, péptidos, quimiocinas, nucleótidos y otros. 
Por lo tanto, los RAPGs son responsables de transducir una amplia gama de 
estímulos extracelulares y están involucrados en la mayoría de los procesos 
fisiológicos en los mamíferos. Dada la notable diversidad de sus acciones 
biológicas, los RAPGs representan el blanco terapéutico más común al cual hasta 
el 40% de todos los fármacos conocidos son dirigidos (Wise y col., 2002; Katritch 
y col., 2012).   
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2.1.1- Internalización y tráfico de receptores acoplados a proteína G 
 
Una vez que un RAPG interactúa con su ligando, se expone el sitio de 
unión del R con la proteína G, esta se activa y, en última instancia, cambia la 
concentración de moléculas de señalización dando una respuesta celular. La 
respuesta celular desencadenada es finalizada mediante la desensibilización del R.  
El primer paso en la desensibilización de un RAPG es la fosforilación del 
mismo en el extremo C-terminal por quinasas de RAPG (GRKs, sigla en inglés 
para G protein coupled receptor kinases) (Tian y col., 2014; Gurevich y col., 
2016; Bahouth, 2017). La familia de las GRKs está compuesta por 7 miembros 
con una alta homología estructural. Dentro de esta familia, las GRKs 2, 3, 5 y 6 se 
expresan de manera ubicua en diferentes tejidos (Gurevich y col., 2016). Las 
GRK2 y GRK3 residen en el citosol en ausencia del agonista, y translocan a la 
membrana después de la estimulación del RAPG. Por otra parte, las GRK5 y 
GRK6 están localizados constitutivamente en la membrana plasmática. La 
palmitoilación de la GRK6 es esencial para esta asociación a la membrana y se 
cree que la localización de GRK5 en la membrana plasmática es atribuible a una 
interacción electrostática entre el extremo C-terminal de GRK5, altamente básico, 
y fosfolípidos (Drake y col., 2006; Gurevich y col. 2016). 
El R fosforilado por las GRKs se une consecuentemente a la β-arrestina, lo 
que estericamente dificulta la interacción del R con la proteína G y garantiza la 
terminación de la respuesta del agonista (Lefkowitz y col. 2007; Smith y 
Rajagopal 2016). Estudios estructurales han revelado que la unión de proteínas G 
y β-arrestina es competitiva, lo que indica que el intrincado equilibrio entre estas 
dos proteínas influencia el destino de los RAPGs (Edelstein y Changeux 2016). 
Los RAPGs pueden también ser fosforilados por quinasas dependientes de 
segundos mensajeros, como la proteína quinasa A (PKA, sigla en inglés para 
protein kinase A) y la proteína quinasa C (PKC, sigla en inglés para protein kinase 
C) (West y Hanyaloglu, 2015). En contraste, la fosforilación del RAPG por 
quinasas dependientes de segundos mensajeros no promueve la unión de β-
arrestina.  
La desensibilización mediada por la β-arrestina involucra, además del 
desacople R-proteína G, la internalización del R (Tian y col., 2014). La 
internalización de los RAPGs es crítica en la regulación temporal y espacial de la 
señalización mediada por un R y representa un mecanismo de retroalimentación 
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fisiológicamente importante ya que protege a la célula de la excesiva estimulación 
por parte del agonista (Hanyaloglu y von Zastrow, 2008; Tian y col., 2014; Mayor 
y col., 2014).  
La internalización de los RAPGs puede ocurrir a través de caveolas, 
vesículas con cubierta de clatrina o vesículas no cubiertas (en inglés non-coated) 
(Mayor y col., 2014; West y Hanyaloglu, 2015). La endocitosis por vesículas con 
cubierta de clatrina es el mecanismo mejor caracterizado (West y Hanyaloglu, 
2015). Estas vesículas contienen complejos de clatrina y de proteína adaptadora 2 
(AP2, sigla en inglés para adaptator protein 2). Las β-arrestinas básicamente 
facilitan la unión de los RAPGs a proteínas implicadas en la internalización y 
posterior tráfico intracelular del R, tales como la AP2 y la clatrina (Tian y col., 
2014; West y Hanyaloglu, 2015). La β-arrestina1 (o arrestina 2) y la β-arrestina2 
(o arrestina 3) se expresan en diferentes tejidos y desempeñan funciones clave 
como adaptadores y andamios en este proceso. Aunque la β-arrestina1 y la β-
arrestina2 presentan una composición aminoacídica similar, no parecen 
desempeñar el mismo papel biológico y, de hecho, presentan diferencias en su 
regulación. Mientras la β-arrestina1 es fosforilada por la quinasa de regulación 
extracelular (ERK, siglás en inglés para extracelular regulated kinase), la β-
arrestina2 es fosforilada por la caseína quinasa II (Drake y col., 2006). Sin 
embargo, la fosforilación /desfosforilación parece regular la capacidad de ambas 
β-arrestinas para promover la internalización del R β2-adrenérgico vía vesículas 
con cubierta de clatrina (Lin y col., 2002). El RAPG fosforilado y con β-arrestina 
unido a él es reclutado dentro de una cubierta de clatrina. Esta cubierta se 
invagina y es liberada de la membrana por la dinamina, una guanosina trifosfatasa 
(GTPasa), para formar una vesícula, el endosoma temprano, tal como se 
esquematiza en la siguiente figura (figura 1): 





Figura 1: Mecanismo de internalización de un RAPG mediado por vesículas con 
cubierta de clatrina. βarr: β-arrestina. Esquema modificado de Hanyaloglu y von 
Zastrow, 2008.  
 
 
Los RAPGs se agrupan según el patrón de interacción y la afinidad para β-
arrestinas, en dos clases: clase A y B (Oakley y col., 2000; Moore y col., 2007; 
Ranjan  y col., 2016). Los Rs de clase A presentan una interacción transitoria con las 
β-arrestinas, se unen con mayor afinidad a la β-arrestina2 que a la β-arrestina1 y, tras 
ser internalizados, se reciclan rápidamente a la membrana plasmática. Los Rs de 
clase B, por otra parte, muestran una robusta interacción con las β-arrestinas, 
presentan una afinidad similar por la β-arrestina1 y β-arrestina2, muestran un lento 
reciclaje a la membrana plasmática y/o son dirigidos a los endosomas tardíos para su 
posterior degradación (Ranjan y col., 2016). 
Sin embargo, algunos RAPGs se internalizan preferentemente a través de 
caveolas, invaginaciones de la membrana plasmática ricas en esfingolípidos y 
colesterol, cubiertas de proteínas asociadas a las caveolas, caveolinas (Cav) de tipo 
1, 2 o 3, importantes para la formación y mantenimiento de las caveolas (Busija y 
col., 2017).  
 La Cav-1 mantiene la estructura, forma y función de las caveolas (Low y 
Nicholson, 2015). Muchos estudios han demostrado que la Cav-2 forma 
complejos con la Cav-1 y que el transporte intracelular de Cav-2 necesita la 
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participación de Cav-1 (Low y Nicholson., 2015) Por lo tanto, la Cav-2 es 
posiblemente una proteína accesoria de Cav-1. La Cav-1 y la Cav-2 se expresan 
en la superficie celular, en diversos tejidos, y coexisten comúnmente en la misma 
célula (Yin y col., 2016). En cambio, la Cav-3 se expresa principalmente en las 
células del músculo esquelético diferenciado y células miocárdicas (Yin y col., 
2016). La diferente distribución de la Cav-3 implica que esta cumple diferentes 
funciones fisiológicas a las de la Cav-1 y 2. Las Cavs son esenciales para la 
formación de la caveola, y trabajan junto con otro grupo de proteínas llamadas 
cavinas (Busija y col., 2017). En la membrana plasmática las cavinas, proteínas 
adaptadoras de alrededor de 50 kDa, se oligomerizan y moldean la estructura de la 




Figura 2: Mecanismo de internalización de un RAPG mediado por las caveolas. 
Esquema modificado de Cerniello y col., 2017.  
 
 
Tanto la internalización por la vía de clatrina o por caveolas son 
dependientes de una GTPasa clave en la escisión de la vesícula de la membrana 
plasmática: la dinamina (Mayor y col., 2014). Aunque la internalización por la vía 
de clatrina o por caveolas son diferentes en cuanto a la maquinaria de 
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internalización y su ubicación espacial en la membrana, utilizan una maquinaria 
intracelular común. Esto sugiere que las diversas vías endocíticas están altamente 
integradas (Moore y col. 2007). 
A pesar de que las vesículas de clatrina y las caveolas se consideran la 
maquinaria principal del proceso de endocitosis de un RAPG, hay una serie de 
vías endocíticas en las que no se han identificado proteínas de recubrimiento 
específicas (Mayor y col., 2014). La endocitosis puede entonces, ocurrir de 
manera independiente de clatrina y caveolas, donde la membrana se invagina, y la 
escinsión de la vesícula que se libera puede ser dependiente o no de dinamina 
(Mayor y col., 2014). 
Lo antedicho demuestra que el mecanismo de endocitosis de un R no es 
universal para todos los RAPGs, demostrando así la complejidad de la 
señalización, desensibilización e internalización de Rs. Este control espacial y 
temporal determina finalmente la respuesta celular. 
Una vez internalizado, el RAPG puede a) ser desfosforilado, 
resensibilizado y reciclado a la membrana plasmática; b) ser direccionado a los 
lisosomas donde es degradado; c) desencadenar señales intracelulares 
independiente de la proteína G; o d) ser tranlocado al núcleo celular (Lu y col., 
1998; Bkaily y col. 2003; Hanyaloglu y von Zastrow, 2008; Klumperman y 
Raposo, 2014). Estos diferentes destinos que puede sufrir un RAPG luego de ser 



















Figura 3: Mecanismo de internalización y tráfico de un RAPG. βarr: β-arrestina.  
 
Una clase de proteínas involucradas en el tráfico intracelular de los RAPGs 
son las proteínas Rab, una familia de proteínas de unión a guanosina trifosfato (GTP) 
de tipo Ras (Drake y col., 2006). Cada Rab tiene una localización subcelular distinta 
que se correlaciona con los compartimentos entre los que coordina el transporte 
(Lachance y col., 2014). Así, las proteínas Rab1, Rab2, Rab6 y Rab8 coordinan el 
transporte de los RAPGs anterógrado y retrógrado, Rab5 el direccionamiento del R a 
endosomas tempranos, Rab4 y Rab11 el reciclado a la membrana plasmática y Rab7 
el direccionamiento del R a lisosomas para su posterior degradación (Lachance y 
col., 2014). Es decir, los diferentes miembros de la familia de Rab se asocian 
selectivamente con estructuras intracelulares específicas, incluyendo los endosomas 
tempranos y vesículas de reciclado donde median múltiples etapas del tráfico 
vesicular. De hecho, las proteínas Rab se utilizan como marcadores de tráfico 
intracelular. 
Aunque durante mucho tiempo se pensó en el sistema endosómico como 
un sistema para conducir los Rs de la superficie celular a la degradación o el 
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reciclado, el sistema endosómico es también un sitio esencial para la transducción 
de señales. Así, los Rs pueden continuar transmitiendo señales desde los 
endosomas que son diferentes que aquellas activadas desde la membrana 
plasmática, resultando en diferentes respuestas fisiológicas (Murphy y col., 2009; 
Bunnett y Cottrell, 2010). La unión de la -arrestina al RAPG no sólo conduce a 
la desensibilización y a la endocitosis, sino que también recluta diversos 
señalizadores actuando como “plataformas” de la señalización endosomal (figura 
4). Las -arrestinas funcionan como proteínas adaptadoras multifuncionales que 
tienen la capacidad de señalizar a través de múltiples mediadores. La vía de las 
quinasas activadas por mitógenos (MAPKs, sigla en inglés para mitogen-activated 
protein kinases) es la vía de señalización dependiente de -arrestina mejor 
caracterizada, aunque también se ha demostrado que la -arrestina controla la vía 
de la fosfoinositol-3-fosfato-quinasa (PI3K, sigla en inglés para phospho-inositol-
3-kinase) (Murphy y col., 2009; Bunnett y Cottrell, 2010; Tian  y col., 2014) y del 
factor nuclear-κB (Freedman y Shenoy,  2017). Para algunos RAPGs, la -
arrestina retiene a ERK activada en los endosomas o el citosol, restringiendo así 
su translocación al núcleo y, por ende, los efectos sobre la transcripción y 
proliferación (Ranjan y col., 2016). De esta manera, la -arrestina acoplada al 
RAPG media una segunda ronda de señales que son diferentes a aquellas 
mediadas por activación de la proteína G (Murphy y col., 2009; Bunnett y 
Cottrell, 2010; Ranjan y col., 2016). De hecho, así como se demostró que la unión 
a la proteína G o a la β-arrestina es competitiva, se han identificado varios 
ligandos y Rs que activan señales de trasducción preferentemente a través de vías 
















Figura 4: Rol de la β-arrestina en la desensibilización, internalización y señalización 
endosomal de los RAPGs. Adaptado de Smith JS y col., 2016.  
 
Otro posible destino dentro del tráfico intracelular de un RAPG es la 
translocación de este al núcleo celular. Un número considerable de RAPGs se 
expresan en la membrana nuclear y poseen funciones nucleares. En los últimos años, 
diferentes RAPGs han sido detectados en las membranas nucleares, tales como el R 
de ácido lisofosfatídico tipo 1 (Gobeil y col., 2003), los Rs de endotelinas (Boivin y 
col., 2005), Rs de angiotensinas (Angs) como el R de Ang de tipo 1 (R AT1), el R 
de angiotensina de tipo 2 (R AT2) y el R Mas (Re y col., 1984; Booz y col., 1992; 
Tadevosyan y col., 2010; Gwathmey y col., 2010), el R B2 de la bradiquinina 
(Savard y col. 2008), el R α-adrenérgico (Wright y col., 2008; Wright y col., 2012) y 
β-adrenérgico (Vaniotis y col. 2011, Boivin y col. 2006), los Rs muscarínicos (Lind 
y Cavanagh ,1993) y los Rs opioides (Belcheva y col., 1993), entre otros (Lee y col., 
2004). Se identificaron también RAPGs, como el R AT1 de la Ang II y el R de la 
paratohormona, localizados dentro del núcleo, en el nucleoplasma, probablemente 
dentro de estructuras lipídicas (Lee y col., 2004). Si bien se ha demostrado que 
numerosos subtipos de RAPGs están presentes en el núcleo celular, aún queda por 
determinar el medio por el cual estos son direccionados a esta organela. El R de 
ácido lisofosfatídico, por ejemplo, es constitutivo a nivel nuclear pero también es 
translocado al núcleo en respuesta al tratamiento con ácido lisofosfatídico, 
estimulando la fosforilación de proteínas intranucleares y modulando así la 
transcripción de genes (Cook y Re, 2012). Debido a que la doble membrana nuclear 
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se continúa con el retículo endoplásmico, los Rs pueden movilizarse entre ambos 
compartimentos. Los Rs desde el retículo endoplásmico, pueden viajar a través de la 
membrana externa nuclear, el poro y dentro de la membrana interna (Bhosle y col., 
2015). Los Rs pueden mantenerse en la membrana nuclear interna unidos a lamina o 
a la cromatina e interaccionar con ligandos presentes en el espacio intermembrana 
activando señales de transducción nucleares. En el caso del R AT1 nuclear, el sitio 
de union del ligando existe presumiblemente en el espacio intermembrana nuclear, 
por ende, su ligando, la Ang II, debe estar en este sitio para activar al R (Cook y Re, 
2012). La internalización y translocación del R al núcleo celular mediada por 
ligandos ha sido demostrada para el R AT1 (Lu  y col., 1998; Bkaily y col., 2003).  
Una manera plausible para que una proteína pueda acceder al núcleo 
involucra el acoplamiento de la proteína cargo a importinas. Las importinas 
reconocen las proteínas a transportar mediante la unión a las secuencias de 
localización nuclear (NLS, siglas en inglés para nuclear localization sequence) 
(Lange y col., 2007). Aunque se han determinado muchas secuencias NLS atípicas, 
estas suelen consistir en tramos cortos de aminoácidos básicos, arginina y lisina 
(Christophe y col., 2000). Una búsqueda de más de 200 secuencias de RAPGs reveló 
17 RAPGs con un motivo NLS claramente reconocible en la octava hélice (figura 5), 
entre los que cabe destacar el R AT1, el R B2 y el R de la Ang-(1-7), el R Mas, (Lee 






















Figura 5: Secuencias NLS en los RAPGs. AT1R: R de Ang II; B2R: R de 
bradiquinina; ETAR: R de endotelina A; ETBR: R de endotelina B; A3R: R de 
adenosina; C3aR: R de la proteína de complemento C3a; CCKAR: R de 
colecistoquinina; CML1R: R de tipo quemoquina; GHSR, R del secretagogo de la 
hormona de crecimiento; MTLR, R de motilina; NK3R y NK4R: Rs de neuromedina; 
P2Y6R: R de purinas; PAR: R de trombina; GPR45: R huérfano; MAS: R Mas de Ang-
(1-7); MRG: R relacionado con el R Mas. Extraído de Lee y col., 2004. 
 
Numerosas evidencias han demostrado que los RAPGs pueden dirigirse al 
núcleo donde activan vías de señalización diferentes de las activadas desde la 
membrana plasmática (Campden y col., 2015; Branco y Allen, 2015). Al evaluar las 
posibles funciones de los RAPGs nucleares, surge el interrogante acerca de la 
capacidad de estos Rs nucleares para regular la transcripción. Un gran número de 
proteínas de señalización, normalmente asociadas con eventos mediados por Rs en la 
superficie celular, se han detectado en el núcleo y/o en la membrana nuclear (Branco 
y Allen, 2015). Además de las proteínas G monoméricas y heterotriméricas, 
moléculas efectoras tales como la adenilato ciclasa, la fosfolipasa A2 (PLA2, sigla en 
inglés para phospholipase A), la fosfolipasa C (PLC, sigla en inglés para 
phospholipase C), la fosfolipasa D (PLD, sigla en inglés para phospholipase D) y la 
PKA así como proteínas reguladoras tales como la β-arrestina y las GRKs, entre 
otras, se han detectado en el núcleo celular de diferentes tipos celulares (Campden y 
col., 2015). La activación directa de estos Rs por ligandos intracelulares es seguida 
por la activación de un grupo residente de proteínas G que, a su vez, puede conducir 
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a aumentos en los niveles de segundos mensajeros dentro del núcleo y, en algunos 
casos a la regulación de la transcripción génica (Campden y col., 2015; Branco y 
Allen 2015). La membrana nuclear no sólo rodea al ADN, sino que también, debido 
a la formación de una red reticular nuclear, la membrana nuclear está en contacto 
íntimo con el ADN y, por lo tanto, está idealmente situada para la regulación de la 
expresión génica (Campden y col., 2015; Drozdz y Vaux,  2017). Así, el tráfico de 
los RAPGs al núcleo regula la respuesta final suscitada por un R. 
El número de Rs en la superficie celular está determinado por un balance 
entre los procesos que conducen a los Rs a la membrana y los que los remueven 
de ella por endocitosis. Por lo cual el tráfico de un R es un determinante 
importante en la respuesta hormonal. 
 
2.1.2- Alteraciones en la internalización, señalización y tráfico de 
receptores acoplados a proteína G  
 
Dada la importancia fisiológica de los RAPGs en diversas respuestas 
celulares, alteraciones en el tráfico de los RAPGs se han vinculado con diversas 
patologías. Se ha demostrado que defectos en el tráfico de los Rs están implicados 
en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad 
de Alzheimer (Rajendran y Annaert, 2012), la enfermedad de Huntington 
(Schweitzer y col., 2009) y la enfermedad de Parkinson (Chua y Tang, 2011). 
Diversos estudios han demostrado que mutaciones en los factores involucrados en 
las vías de transporte entre el complejo de Golgi y el sistema endosomal dan lugar 
a diversas patologías, en particular enfermedades asociadas a los lisosomas y a 
diversos trastornos neurológicos como el Alzheimer y el Parkinson (Progida y 
Bakke, 2016). La desregulación del tráfico y la señalización de los Rs 
relacionados con el factor de crecimiento epidérmico en las células de Schwann 
representa un mecanismo patogénico común en enfermedades desmielinizantes 
como la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (Lee y col., 2017). Además, 
alteraciones en el tráfico de Rs, en particular cuando se trata de Rs de factores de 
crecimiento, puede contribuir al inicio y/o exacerbación de neoplasias malignas 
(Schroeder y McNiven, 2014).  
El contenido proteico anormal de Cav se ha reportado en diversas 
patologías como cáncer, aterosclerosis, distrofia muscular y la enfermedad de 
Alzheimer (Low y Nicholson, 2015). El contenido proteico de Cav-1 y Cav-2 está 
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relacionado con la aparición, desarrollo y metástasis de los tumores, mientras que 
se cree que la Cav-3 está asociada con la distrofia muscular (Lee y col., 2002; 
Low y Nicholson, 2015). La disminución en el contenido proteico de Cav-1 está 
además asociada con enfermedades cerebrovasculares (Low y Nicholson, 2015).  
Otro ejemplo de alteraciones en el tráfico de los Rs asociado con el 
desarrollo de patologías se da en la insuficiencia cardíaca. En la insuficiencia 
cardíaca se observaron alteraciones en el tráfico de los Rs β-adrenérgicos como 
consecuencia de un aumento en el contenido proteico de la GRK2. Al estar la 
GRK2 aumentada en esta patología, existe un desacoplamiento funcional de los 
Rs β-adrenérgicos en el corazón (Rengo y col., 2011; Siryk-Bathgate y col., 
2013). La investigación en esta área permitió plantear una nueva estrategia 
terapéutica en la insuficiencia cardíaca. La inhibición de la GRK2 in vivo en el 
corazón, o su deleción genética parcial, aumenta la contractilidad cardíaca, tanto 
en el inicio como después de la estimulación adrenérgica, revierte la disfunción 
contráctil y preserva o incluso aumenta la función cardíaca y la expectativa de 
vida en pacientes con esta patología (Rengo y col.,2011; Siryk-Bathgate y col., 
2013).  
La señalización por activación crónica de los Rs β-adrenérgicos o de los 
Rs AT1 en corazón, mediada por Gs y Gq, es deletérea ya que conduce a un 
aumento del tamaño de los miocitos, apoptosis y disfución contráctil. De hecho, 
los antagonistas de estos Rs han tenido un impacto positivo en la morbilidad y 
mortalidad de los pacientes con insuficiencia cardíaca. Sin embargo, estudios 
recientes han demostrado que estos antagonistas no sólo funcionan bloqueando 
vías deletéreas, mediadas por las proteínas G, que pueden conducir a la 
insuficiencia cardíaca, sino que también actúan sobre señales independientes de la 
proteína G, mediadas por las β-arrestinas (Noor y col., 2011). En concordacia, 
mientras que el R AT1 cardíaco promueve la hipertrofia y la proliferación de los 
cardiomiocitos a través de la clásica vía proteína Gq-PKC, una mutante del R AT1 
que no acopla proteína G puede aumentar la contractilidad cardíaca a través de la 
unión a la β-arrestina2 (Zhai  y col., 2005; Rajagopal y col., 2006; Siryk-Bathgate 
y col., 2013). Por lo tanto, el estudio de la internalización y tráfico de los RAPGs, 
así como de proteínas reguladoras como las GRKs y las β-arrestinas, y la mejor 
comprensión de la señalización intracelular de estos Rs, expandería el panorama 
terapeútico en patologías con alta prevalencia como la insuficiencia cardíaca.  
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Se han identificado en la naturaleza variaciones genéticas en proteínas 
accesorias que alteran el tráfico y la función de los RAPGs. Los ejemplos 
incluyen variantes de reguladores de la proteína G, variantes del gen que codifica 
para la proteína Gαs y variantes de las GRKs (Thompson  y col., 2014). Por 
ejemplo, la expresión de una variante de la GRK4 (variante hGRK4γ) en ratones 
resulta en el desarrollo de HTA. La expresión de esta variante de GRK4 induce 
hiperfosforilacion del R D1 de dopamina, haciéndolo incapaz de responder a 
nuevos estímulos, evitando así que el R inhiba el transporte de sodio renal. 
Debido a que, a nivel renal, el R D1 y el R AT1 se regulan negativamente entre sí, 
una disfunción del R D1 también produce un efecto estimulador sobre el R AT1 
que, junto con la incapacidad del R D1 para inhibir el transporte renal de sodio, 
conduce al desarrollo de HTA (Wang y col., 2016). 
Se ha descripto que el empalme alternativo de exones, que codifican tanto 
el dominio N-terminal extracelular como los bucles extracelulares e intracelulares 
de algunos RAPGs, genera variantes de estos Rs que exhiben diferente afinidad 
por el ligando y, por ende, diferencias en cuanto a la señalización y tráfico 
intracelular (Furness y col. 2012).  
Se han identificado secuencias cortas y lineales de aminoácidos presentes 
en los dominios intracelulares de los RAPGs que actúan como sitios de 
reconocimiento para componentes de la maquinaria del tráfico intracelular, como 
la AP2 (Drake y col., 2006). Por ejemplo, el R β2-adrenérgico contiene un motivo 
de di-leucina dentro de su extremo C-terminal, cuya alteración afecta la capacidad 
del agonista para internalizar al R (Gabilondo y col., 1997). 
La internalización, tráfico y señalización intracelular de un RAPG puede 
también ser alterada por la interacción con otros RAPGs mediante la formación de 
heterómeros (Farran, 2017). La heterodimerización en algunos casos altera la 
afinidad del ligando por cada uno de los Rs individuales, generando así entidades 
con propiedades farmacológicas nuevas y únicas. La oligomerización también 
regula los mecanismos de desensibilización y tráfico de los RAPGs (Farran, 
2017). Por ejemplo, la dimerización de los Rs opiáceos mu y delta reduce la 
analgesia inducida por los opiáceos debido a un aumento en la internalización del 
dímero (Dupré y col., 2012). Otro ejemplo de esto lo encontramos en la 
interacción del R Mas con el R B2 de bradikinina. Dicha interacción cambia la 
afinidad de los Rs por sus ligandos, la velocidad de internalización y la 
señalización (Cerrato y col., 2016).  
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En resumen, el amplio rango de las funciones fisiológicas asociadas a los 
RAPGs indica que una mejor comprensión de estos Rs y su regulación proveerían 
una base sólida para el desarrollo de nuevas intervenciones farmacológicas en una 
gran variedad de enfermedades. Los paradigmas de diseño de fármacos necesitan 
incorporar nuevas nociones del funcionamiento de los RAPGs para incorporar 
estrategias actualizadas en el desarrollo de fármacos que den solución al 
tratamiento de diversas patologías. 
 
2.2-El sistema renina-angiotensina 
 
El sistema renina angiotensina (SRA) es uno de los sistemas más 
importantes que participan en la regulación de la función cardiovascular y en el 
mantenimiento de la homeostasis hidrosalina (Santos y col., 2003; Xu y col., 
2011; Ferreira y col., 2010; De Mello y col., 2016; Mascolo y col., 2017). 
Básicamente, el SRA consiste en una cascada proteolítica de péptidos que actúan 
secuencialmente. De manera clásica, el SRA ha sido considerado como un sistema 
hormonal circulante que comienza con la liberación de renina a la circulación lo 
que desencadena la producción sistémica de un péptido presor, la Ang II (Bernardi 
y col., 2016; Mascolo y col., 2017). Las células yuxtaglomerulares del riñón 
constituyen un sitio fundamental de síntesis, depósito y liberación de renina.  
La renina se encuentra en gránulos citoplasmáticos en las células 
epiteliales de la pared de la arteriola aferente (arteriola pre-glomerular) (Kurtz,  
2012). El triángulo delimitado por las arteriolas aferente y eferente (arteriola post-
glomerular) y la mácula densa constituye el llamado aparato yuxtaglomerular 
(Guyton y Hall, 2007). La mácula densa está formada por un grupo de células 
modificadas del túbulo distal del nefrón capaces de detectar cambios en la 
concentración de sodio que llega al túbulo. Las células yuxtaglomerulares 
sintetizan pre-prorenina, la cual es transportada al retículo endoplásmico, donde es 
clivada y convertida en prorenina. La prorenina es inactiva por la presencia de un 
prosegmento de 43 aminoácidos, localizado en el extremo N-terminal, que 
obstruye la hendidura donde se encuentra el sitio catalítico (Kurtz, 2012). Esta 
puede ser activada a renina de manera proteolítica, clivándose dicho prosegmento, 
por la pro-proteína convertasa 1 o la catepsina B, o de manera no proteolítica, 
mediante cambios del pH o de la temperatura o por el R de renina-prorenina 
(RProR) que induce un cambio conformacional en la prorenina exponiendo su 
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sitio catalítico (Nguyen y col., 2006). La prorenina puede ser, sin embargo, 
liberada a la circulación como tal (Kurtz, 2012; Danser y Deinum, 2005).  
La liberación de renina es desencadenada por diferentes estímulos: la 
disminución del flujo sanguíneo en la arteriola aferente del glomérulo renal, 
censado por los barorreceptores, la disminución del sodio plasmático censada por 
la mácula densa, la estimulación simpática de Rs β1-adrenérgicos localizados en 
las células yuxtaglomerulares, y factores locales como catecolaminas, 
prostaciclina y la prostaglandina E (Kurtz, 2012). Existen también factores 
humorales que, como consecuencia de un aumento en el calcio intracelular, 
inhiben la liberación de renina, como la Ang II y la endotelina (Ortiz-Capisano y 
col. 2007; Kurtz, 2012). 
Con la liberación de renina a la circulación se activa una cascada 
enzimática que lleva a la producción de la Ang II (figura 6) (Mascolo y col. 2017). 
El hepatocito sintetiza y libera a la circulación angiotensinógeno, una α2-
globulina de 452 aminoácidos, que contiene en su extremo N-terminal el 
decapéptido Ang I el cual es liberado por la interacción del angiotensinógeno con 
la renina circulante (Carrell y Read, 2017). El paso siguiente involucra la acción 
de la enzima convertidora de angiontensina (ECA), una dipeptidil 
carboxipeptidasa, ubicada en la membrana de las células endoteliales desde donde 
hidroliza, particularmente a nivel pulmonar, la Ang I obteniéndose el octapéptido 
Ang II (Barrett y col. 2012; Clarke y Turner, 2012). Sin embargo, la ECA no es 
específica para la Ang I, ya que hidroliza una variedad de otros polipéptidos, 


















Figura 6: Visión clásica del sistema renina-angiotensina. Extraído y adaptado de De 
StellaBernardi y col., 2016.  
 
La Ang II es el componente bioactivo principal del SRA. Este péptido, a 
través de la estimulación del R AT1, produce vasocontricción, aumento de la 
retención de sodio y agua, debido a una acción directa a nivel renal y de manera 
indirecta a través de la inducción de la síntesis de aldosterona por la glándula 
suprarrenal y la liberación de hormona antidiurética por la neurohipófisis, 
aumento en la fuerza de contracción cardíaca y estimulación del sistema nervioso 
simpático, entre otros (Bernardi y col., 2016). En conjunto, estos efectos 
(esquematizados en la figura 6), llevan a un aumento en la presión arterial. De esta 
manera, el SRA constituye un mecanismo hormonal para la regulación de la 
presión arterial y la conservación de la volemia.  
Sin embargo, la elevación de los niveles de Ang II por períodos 
prolongados produce efectos deletéreos sobre distintos órganos (Bernardi y col., 
2016). En la vasculatura la Ang II induce hiperplasia del músculo liso, aumento 
en los componentes de la matriz extracelular y mayor respuesta contráctil a 
agentes vasoconstrictores, mientras que a nivel cardíaco induce hipertrofia del 
miocardio que puede llevar a la insuficiencia cardíaca (Touyz y Schiffrin, 2000; 
Unger y Li, 2004). A nivel renal, los niveles aumentados de Ang II inducen un 
aumento en la reabsorción tubular de sodio y agua y tienen efectos profibróticos 
(Rupérez y col. 2003; Li y Zhuo, 2016) mientras que a nivel central la Ang II está 
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vinculada con una hiperactivación del sistema nervioso simpático (Dupont y 
Brouwers, 2010), como se comenta más adelante. De esta manera, el bloqueo del 
SRA con inhibidores de la ECA o bloqueantes del R de Ang II, el R AT1, se 
convirtió en la principal herramienta terapéutica para el tratamiento de 
enfermedades cardiovasculares, disminuyendo la mortalidad y mejorando la 
calidad de vida de pacientes con hipertensión arterial (HTA), enfermedad renal 
crónica, enfermedad coronaria y falla cardíaca (Romero y col. 2015). 
Los Rs AT1 pertenecen a la familia de los RAPGs (Mehta y Griendling, 
2007). En los roedores han sido descriptos dos subtipos de Rs AT1: AT1A y 
AT1B. Estos Rs tienen una homología del 95% en su secuencia de aminoácidos y 
son indistinguibles farmacológica y funcionalmente (Gasc y col., 1994). La unión 
de la Ang II a los Rs AT1 activa diversas vías de señalización tales como la PLC, 
con el consecuente aumento de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), 
aumentando finalmente la concentración de calcio intracelular y activando la 
PKC, la PLA2, estimulando así la producción de prostaglandinas y eicosanoides; y 
el sistema de tirosinas quinasas entre otros, que activa la vía de la ERK, miembro 
de la familia de las MAPKs (Mehta y Griendling, 2007).  
La Ang II puede también unirse al R AT2, mediando efectos contrarios a 
los descriptos por activación del R AT1, es decir, induciendo vasodilatación, 
diuresis y natriuresis (Matavelli y Siragy, 2015). El R AT2 tiene una estructura 
similar al R AT1 y también pertenece a la familia de los RAPGs, aunque, 
paradójicamente, su señalización mediante unión a la proteína G es hoy tema de 
debate (Tate, 2017). Los niveles proteicos del R AT2 son bajos en los tejidos 
adultos siendo la mayor parte de los efectos inducidos por la Ang II mediados por 
la activación de los Rs AT1 (Horiuchi y col., 1999; Matavelli y Siragy, 2015). Sin 
embargo, el contenido proteico del R AT2 se incrementa en condiciones 
patológicas como, por ejemplo, en la HTA, la aterosclerosis o el infarto de 
miocardio (Mehta y Griendling, 2007). Cuando la Ang II se une al R AT2 induce 
vasodilatación y natriuresis por un mecanismo que involucra la síntesis de 
bradiquininas, óxido nítrico (NO, sigla en inglés para nitric oxide) y nucléotido 
guanidina monofosfato cíclico (GMPc) (Carey, 2017; Matavelli y Siragy, 2015). 
Se ha demostrado que el R AT2 antagoniza el efecto presor inducido por la 
activación del R AT1 mediante la formación de un heterodímero R AT1-R AT2 
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2.2.1-Nuevos aspectos del SRA 
 
El SRA clásico, como se detalló en la sección anterior, es descripto como 
un sistema hormonal en el que diferentes órganos participan en la generación de la 
Ang II, un péptido presor circulante que actúa sobre diferentes tejidos, 
conformado un eje vertical de enzimas, que actúan secuencialmente, como el 
ilustrado en la figura 6. Sin embargo, desde el descubrimiento inicial del SRA, 
hace alrededor de 120 años, nuevos componentes y mecanismos de este sistema 
han sido elucidados, modificando la visión convencional del SRA en tres aspectos 
principales:  
 
a- SRA tisular: todos los componentes del SRA se expresan y son 
funcionales en un mismo tejido. Esto expande la visión del SRA como un sistema 
únicamente circulante. 
b- SRA intracelular: implica que todos los componentes del SRA pueden 
estar presentes en una única célula, cumpliendo funciones intracrinas o autocrinas. 
c- Nuevos componentes del SRA: identificación de nuevas Angs, nuevos 
Rs y enzimas que cambian la visión del SRA como un eje vertical que sólo 
conduce a la síntesis de la Ang II. 
Por lo tanto, el SRA, antiguamente considerado elegante en su 
simplicidad, se considera ahora uno de los más complejos sistemas reguladores de 
la presión arterial y del mantenimiento de la homeostasis hidroelectrolítica. Esta 
complejidad se debe a la acción simultánea del SRA endócrino y del SRA tisular e 
intracelular, la interacción funcional entre los diversos SRA tisulares y la 
actividad de péptidos y Rs contrareguladores dentro de este sistema. 
 
a- El SRA tisular 
Un importante cambio de paradigma en la comprensión del SRA 
constituye la visión de este sistema no sólo como un sistema hormonal circulante, 
sino también, como un sistema tisular con efectos paracrinos y autocrinos 
contribuyendo a la función local de cada tejido (Johnston, 1992; Dzau y Re, 1994; 
Nguyen Dinh Cat y Touyz, 2011; Bernardi y col., 2016; De Mello, 2017). El SRA 
es uno de los blancos terapéuticos más apuntados para el tratamiento de la HTA 
dada la hiperactivación del SRA clásico que se observa en esta patología (Mancia 
y col., 2007; Dupont y col., 2010; Kloet y col., 2015; (Romero y col., 2015). 
Todos los péptidos precursores y enzimas del SRA, así como los Rs a través de 
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los que actúan sus componentes, han sido localizados en varios tejidos, tales como 
el corazón, la pared arterial, las glándulas adrenales, el riñón, las gónadas y el 
cerebro, entre otros (Carey y Siragy, 2003; Paul y col., 2006; Nguyen Dinh Cat y 
Touyz, 2011).  
Estos SRAs locales o tisulares afectan a cada tejido, pero no de una 
manera aislada, sino interaccionando con el SRA circulante. Por ejemplo, en el 
SRA cardíaco, el contenido de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de renina es 
muy bajo, sin embargo, la mayor parte de la Ang I y la Ang II se sintetizan 
localmente porque la renina circulante de origen renal es recaptada de la 
circulación por el tejido cardíaco (Danser y Deinum, 2005). No sólo hay síntesis 
local de la Ang II en el corazón, a partir de la renina local o circulante, sino que el 
complejo Ang II-R AT1, formado por la unión de la Ang II circulante a su R, es 
internalizado contribuyendo a los niveles intracardíacos de la Ang II y otras Angs 
(De Mello, 2017).  
Curiosamente, los sistemas circulantes y locales a veces se pueden 
comportar de manera opuesta. Por ejemplo, en casos de alta ingesta de sal por lo 
general se observa una menor actividad en el SRA circulante, pero una mayor 
actividad en el SRA renal (Bernardi y col., 2012). De esta manera, los SRAs 
locales contribuyen a la regulación local de la función de cada tejido, actuando de 
manera autocrina y paracrina, con cierta independencia del SRA endocrino. De 
hecho, niveles elevados de los componentes del SRA tisular producen 
enfermedades cardiovasculares independientemente de la elevación de la presión 
arterial, como aterosclerosis, infarto de miocardio, insuficiencia cardíaca, diabetes 
y enfermedad renal (Raizada y col., 2007; De Mello, 2017). Se han observado 
niveles de angiotensinógeno intrarrenales aumentados en modelos experimentales 
de enfermedad renal, apoyando el concepto de que el SRA local desempeña un 
papel importante en el desarrollo y progresión de la enfermedad renal (Urushihara 
y Kagami, 2016). Los SRA tisulares mejor caracterizados incluyen los localizados 
en el cerebro, el riñón y el corazón (Raizada y col., 2007; De Mello y Frohlich, 
2011; Zhuo y Li, 2011; Xu y col., 2011, Gironacci y col., 2014). 
 
b- El SRA intracelular 
El SRA intracelular se caracteriza por la presencia de componentes del 
SRA dentro de la célula, los cuales inducen efectos biológicos a través de Rs 
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intracelulares (Kumar y col., 2007; Cook y Re, 2012). Este sistema contiene 
formas no glicosiladas y truncadas del angiotensinógeno, de la renina y de la 
ECA, lo cual impide que estos componentes sean secretados por las células, y al 
mismo tiempo promueve la generación de la Ang II en el interior de las mismas 
(Lavoie y col., 2004; Kumar y Boim, 2009). La presencia intracelular de la Ang II 
y otras Angs, así como de Rs y enzimas de este sistema, se ha demostrado en 
varios tipos celulares (Kumar y col. 2007; De Mello, 2017). La Ang II intracelular 
es activa en las células de hepatoma de rata, en las células musculares lisas, en los 
miocitos cardíacos ventriculares y en las células del túbulo proximal (van Kats y 
col., 2001; Cook y col., 2002). Se han detectado niveles intracelulares de la Ang II 
endógena en distintas células, tales como las células yuxtaglomerulares, las 
células del túbulo proximal y células del cerebro y del cerebelo (Inagami y col., 
1991; Erdmann y col., 1996; Baker y col., 2004; Singh y col., 2008) así como 
también en los núcleos de distintas células (van Kats y col., 2001; Licea y col., 
2002; Alzayadneh y Chappell, 2015). En los núcleos de las células epiteliales 
tubulares se ha demostrado la existencia de la renina, la prorenina, el 
angiotensinógeno, cantidades equimolares de la Ang II y de un heptapéptido 
relacionado, la Ang-(1-7), y actividad de la enzima timet oligopeptidasa (TOP), 
que convierte a la Ang I en la Ang-(1-7) (Zhuo y Li, 2006; De Mello y Gerena, 
2010; Alzayadneh y Chappell, 2015). Por ejemplo, en las células de hepatoma 
transfectadas con angiotensinógeno no secretable se observó un aumento en la 
producción de la Ang II intracelular, lo cual indujo un efecto mitótico en estas 
células (Cook y col., 2001), demostrando así la existencia de un SRA intracelular 
completo y funcional.  
Existen evidencias que sugieren que el SRA intracelular tendría un papel 
importante en diversas patologías (De Mello, 2017). Por ejemplo, el aumento en 
la producción intracelular de la Ang II sería responsable del remodelamiento 
cardíaco después del infarto de miocardio (Carey, 2012). Sin embargo, aún no 
está esclarecido el rol fisiopatológico del SRA intracelular.  
Se evidenció también la presencia tisular e intracelular del RProR, un R 
capaz de unir renina y prorenina. En condiciones fisiológicas, el RProR se expresa 
en niveles altos en el corazón, el cerebro y la placenta, y en menor medida en el 
riñón e hígado (Nguyen y col., 2002; Xu y col. 2016). La prorenina y la renina 
circulantes pueden unirse al RProR, un R de membrana, permitiendo así la 
internalización, activación proteolítica y posterior generación intracelular de la 
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Ang I (Xu y col., 2016). Por lo tanto, la renina intracelular puede provenir de la 
renina o de la prorenina circulante o ser sintetizada localmente. 
Se ha demostrado que la Ang II intracelular se une a los Rs ubicados en la 
membrana nuclear, induciendo así la transcripción de los genes que codifican para 
el angiotensinógeno y la renina (Kumar y col., 2007). A su vez, la Ang II 
extracelular induce la translocación del R AT1 desde la membrana plasmática al 
núcleo celular en las células musculares lisas humanas y de rata y en las neuronas 
cerebrales de rata (Lu y col., 1998; Bkaily y col., 2003; Cook y col., 2006).  
Diversas evidencias demuestran que los diferentes componentes del SRA, 
incluyendo los péptidos y los Rs, están presentes no sólo en el núcleo celular sino 
también en las mitocondrias (Cook y Re, 2012; Gwathmey y col., 2012). La 
presencia de estos sitios de unión intracelulares refuerza la evidencia de la 
existencia de un SRA intracelular. El SRA intracelular no representaría una 
entidad independiente pero sí una extensión o una forma alternativa del SRA local 
o tisular, un sistema intracrino con implicancias fisiológicas aún no esclarecidas. 
Claramente, el SRA es mucho más complejo que lo que se predecía años atrás. 
 
c- Nuevos componentes del SRA  
 
El SRA no solo está conformado por la Ang II, como único componente 
bioactivo, sino que incluye otras Angs bioactivas, con efectos similares, diferentes 
u opuestos a los descriptos para la Ang II (Gironacci y col., 2014; Hrenak y col., 
2016; Mascolo y col., 2017).  
La Ang III, formada a partir de Ang II por la acción de la aminopeptidasa 
A, es un péptido biológicamente activo con acciones similares a las de la Ang II 
(Karamyan y Speth, 2007). A nivel central, la Ang III actúa como un agente 
presor tan potente como la Ang II y este efecto lo ejerce por estimulación de los 
Rs AT1, mientras que a nivel periférico induce natriuresis y diuresis por 
activación de los Rs AT2. La Ang III también estimula la producción de 
aldosterona y la generación de mediadores pro-inflamatorios y la deposición de 
proteínas de la matriz extracelular (Padia y col. 2008; Huber y col., 2017; Li y 
col., 2017).  
La Ang IV se genera a partir de la Ang III por la actividad catalítica de la 
aminopeptidasa N, y directamente de la Ang II por la actividad de la 
aminopeptidasa D. La Ang IV aumenta el flujo sanguíneo renal, induce 
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vasodilatación y mejora la función cardíaca (Yang y col., 2010; Mascolo y col., 
2017). Además, la Ang IV ejerce efectos a nivel central tales como la capacidad 
de mejorar el aprendizaje y la memoria y proteger contra una isquemia cerebral, 
así como también acciones anticonvulsivantes y antiepileptogénicas (Gironacci y 
col., 2014). Las acciones de la Ang IV están mediadas a través de la estimulación 
del R AT4, identificado como la aminopeptidasa de membrana regulada por 
insulina o IRAP (IRAP, sigla en inglés para insulin regulated aminopeptidase) 
(Lew y col., 2003). IRAP puede actuar como un R típico que transduce la 
información a través de la membrana celular (Mascolo y col., 2017). Sin embargo, 
también se ha descripto que la Ang IV media sus efectos centrales mediante la 
inhibición de IRAP, aumentando la vida media de la hormona antidiurética, la 
oxitocina, la somatostatina y la colecistoquinina, todos sustratos de IRAP, que 
mejoran parámetros asociados con la cognición (Mascolo y col. 2017).  
En 2006, Nagata y col. proporcionaron evidencias de la existencia de un 
nuevo péptido de 12 aminoácidos, derivado del angiotensinógeno, en el plasma, 
corazón, riñón y otros tejidos de rata Sprague Dawley: la Ang-(1-12). La 
presencia de la Ang-(1-12) fue posteriormente reportada en el corazón y el riñón 
de ratas normotensas Wistar-Kyoto (WKY) y ratas espontáneamente hipertensas 
(SHR) (Ahmad y col., 2011; Westwood y Chappell, 2012). La administración 
periférica (Nagata y col., 2006) o central (Arnold y col., 2010) de la Ang-(1-12) 
en la rata induce un aumento en la presión arterial y dicha respuesta presora es 
bloqueada por la administración de inhibidores de la ECA o de antagonistas del R 
AT1. La Ang-(1-12) constituye un precursor endógeno de Angs a partir de un 
clivaje independiente de renina, funcionando como un camino alternativo al 
clásico, a partir del clivaje del angiotensinógeno por la renina, para la obtención 
de Ang I (Cummins, 2009; Westwood y Chappell, 2012) (figura 7). A nivel 
sistémico, la ECA convierte la Ang-(1-12) en la Ang I y posteriormente en la Ang 
II. En la corteza renal, la prolil-endopeptidasa neutra o neprelisina (NEP, sigla en 
inglés para neutral propil endopeptidase) renal convierte la Ang-(1-12) al 
heptapéptido Ang-(1-7) y a Ang V de manera directa o con formación previa de 
Ang I (Westwood y Chappell, 2012). En la circulación, la síntesis de la Ang I 
dependiente de la renina está favorecida por sobre la síntesis de la Ang I a partir 
de la Ang-(1-12) (Westwood y Chappell, 2012). Sin embargo, esto puede 
invertirse a nivel tisular dependiendo de la expresión local de las correspondientes 
proteasas. 
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 En 2007, Jankowski y col. identificaron en el plasma humano un 
octapéptido vasoconstrictor derivado de la Ang II y lo denominaron Ang A. La A 
representa alanina, ya que la secuencia de aminoácidos de la Ang A difiere de la 
Ang II sólo en el primer aminoácido: alanina en lugar de aspártico (Jankowski y 
col., 2007). La Ang A puede unirse a Rs AT1 y AT2, al igual que la Ang II, y 
media efectos vasocontrictores e hipertensores, aunque es menos potente que la 
Ang II (Hrenak y col., 2016). 
Una enzima homóloga a la ECA, la ECA2, fue descripta en el año 2000 
(Tipnis y col., 2000). La ECA2 es una proteína integral de membrana que tiene su 
sitio catalítico, al igual que la ECA, expuesto a los péptidos circulantes (Clarke y 
Turner, 2012). Se trata de una carboxipeptidasa que cliva a la Ang II generando el 
péptido bioactivo Ang-(1-7). La Ang-(1-7) es un heptapéptido que carece de un 
residuo de fenilalanina en la posición 8 de la secuencia aminoacídica de la Ang-
(1-8), mejor conocida como Ang II. La ECA2 actúa también sobre la Ang I, 
aunque con una eficiencia enzimática 400 veces menor (Vickers y col., 2002), 
generando la Ang-(1-9) la cual puede ser clivada al heptapéptido Ang-(1-7) por la 
ECA o por la NEP (Karamyan y Speth, 2007). Es decir, la Ang-(1-7) no solo se 
genera por la degradación de la Ang II, sino también directamente a partir de la 
Ang I (figura 7).  La NEP es una metaloproteasa zinc dependiente, ubicada en la 
membrana plasmática, que se distribuye de manera ubicua en diferentes tejidos 
(von Lueder y col., 2014). La Ang-(1-7) puede, a su vez, ser generada por un 
mecanismo independiente de la ECA y de la ECA2 a partir de la Ang I, mediante 
la acción de otras enzimas como la NEP, la TOP y la prolilendopeptidasa (PEP) 
(figura 7). Tanto la Ang-(1-7) como la Ang II pueden, a su vez, ser generadas a 
partir del angiotensinógeno mediante una vía independiente de renina, a partir de 
la Ang-(1-12) (Karamyan y Speth, 2007) (figura 7). La Ang-(1-7) es degradada 
por la ECA al fragmento inactivo Ang-(1-5) (Ferrario y Chappell, 2004) y por 
otras peptidasas a Ang-(3-7) (Karamyan y Speth, 2007; Ferrario, 2006). La Ang-
(1-7) se une a su R específico, el R Mas, un R de la familia de los RAPGs (Santos 
y col., 2003). La unión de la Ang-(1-7) al R Mas media efectos opuestos a los 
descriptos para la Ang II cuando activa al R AT1, tales como efectos 
vasodilatadores, anti-inflamatorios, anti-proliferativos, anti-trombóticos, 
hipotensores, cardio, cerebro y renoprotectores (Nguyen Dinh Cat y Touyz, 2011; 
Gironacci y col., 2014; Santos, 2014; Arroja y col., 2016;  Mascolo y col,. 2017). 
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Estos efectos se describirán en detalle en la sección siguiente (sección 2.2.2-El R 
Mas y la Ang-(1-7)). 
Más alla del descubrimiento de nuevas Angs, también se adjudicaron en 
los últimos años efectos biológicos a otras Angs consideradas previamente como 
inactivas. Por ejemplo, la Ang-(3-7), un péptido que puede derivar tanto de la Ang 
II como de la Ang-(1-7), cumple funciones importantes en el cerebro, actuando 
como un neuromodulador (Ferreira y col., 2007). La administración central de la 
Ang-(3-7) induce un aumento en la presión arterial en ratas que no depende de la 
activación del R AT1 (Ferreira y col., 2007). Otro péptido del SRA que cabe 
mencionar es la Ang-(1-9), un péptido de 9 aminoácidos sintetizado a partir de la 
Ang I por acción de la ECA2. Este péptido puede, a su vez, ser convertido a Ang-
(1-7) por la ECA y otras endopeptidasas (Donoghue y col., 2000; Ocaranza y col., 
2014; Simões y col., 2016) (figura 7). La Ang-(1-9) media a través del R AT2 
efectos anti-proliferativos (Flores-Muñoz y col., 2011; Ocaranza y col., 2014). Sin 
embargo, la Ang-(1-9) se une con una afinidad moderada al R AT2, siendo la 
afinidad de este R por la Ang-(1-9) alrededor de 100 veces menor que por la Ang 
II (Flores-Muñoz y col., 2011; Simões y col,. 2016). La Ang-(1-9) ejerce efectos 
protectores contra la remodelación cardíaca inducida por la Ang II, la 
noradrenalina, la HTA y la hiperglucemia, ya sea indirectamente por ser 
biotransformado a la Ang-(1-7), o directamente a través de la activación del R 
AT2 (Kittana, 2017).  
Otro miembro del SRA recientemente descripto es la alamandina (Lautner 
y col., 2013; Qaradakhi y col., 2016). La alamandina es un heptapéptido que 
puede ser originado por dos vías: a partir de la Ang-(1-7), mediante una 
decarboxilación en el residuo aspártico del N-terminal, obteniéndose alanina en 
lugar de aspártico o a partir de la Ang A por medio de la ECA2 (Hrenak y col., 
2016) (figura 7). Esta última vía se propone como la principal ruta metabólica 
para generar alamandina. La alamandina se une a los Rs MrgD (R MrgD, sigla en 
inglés de Mas related G protein coupled receptor) y produce efectos similares a 
los ejercidos por la Ang-(1-7) (Lautner y col., 2013). La Ang A y la Ang II se 
sitúan en un "cruce" del sistema, ya que pueden provocar directamente acciones 
vasoconstrictoras y proliferativas o desencadenar, indirectamente, efectos 
opuestos después de ser posteriormente metabolizados a la alamandina o a la Ang-
(1-7), respectivamente (figura 7). La identificación del eje alamandina/R MrgD 
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junto con el eje Ang-(1-7)/R Mas constituyen los pasos más recientes en la 





   Figura 7: Visión actual del SRA. Extraído y modificado de Gironacci y col., 2014.  
 
 
Si bien el SRA constituye hoy día un sistema complejo interconectado, la 
visión actual representa al SRA formado por dos ejes: un eje presor y un eje 
depresor (Xu y col., 2011, Arroja y col., 2016). El eje formado por la Ang II, la 
ECA y el R AT1 constituye el eje presor del SRA, y su sobreactivación es 
responsable de los efectos vasoconstrictores, proliferativos, hipertensivos y 
fibróticos del SRA asociados con el desarrollo de HTA y enfermedades 
cardiovasculares (Iwai y Horiuchi, 2009). El otro eje es el representado por la 
Ang-(1-7), la ECA2 y el R Mas. Este eje induce efectos vasodilatadores, 
cardioprotectores, renoprotectores y antihipertensivos, regulando así el eje presor 
del SRA (Mascolo y col., 2017). 
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2.2.2-El R Mas y la Ang-(1-7) 
 
El gen que codifica para el R Mas, el protooncogen Mas, fue detectado 
originalmente en 1986 (Young y col., 1986). Hace algunos años, se ha descubierto 
una familia de aproximadamente 50 RAPGs relacionados con el R Mas, 
denominados Mrg (Mrg deriva de Mas related genes, genes relacionados con el 
gen del R Mas) (Karnik y col., 2017). El R Mas es el prototipo de la subfamilia 
Mrg que consiste básicamente en RAPGs huérfanos que se unen a neuropéptidos 
y tienen funciones fisiológicas clave (Young y col., 1986; Dong y col., 2001; 
Lembo y col., 2002). En 2003, Santos y col. identificaron al R Mas como el R 
específico para la Ang-(1-7). 
El R Mas se expresa predominantemente en los testículos y en distintas 
áreas del cerebro y, en menor medida, en el riñón, corazón y vasos (Metzger y 
col., 1995; Santos y col., 2003; Becker y col. 2007; Santos, 2014; Alenina y col., 
2015). La región codificadora del R Mas fue aislada y secuenciada en humanos 
(Young y col., 1986), rata (Young y col., 1988) y ratón (Metzger y col., 1995). El 
gen se localiza en el cromosoma 17 de ratón (Cebra-Thomas y col. 1992), 
cromosoma 1 de rata y cromosoma 6 humano (Rabin y col., 1987). El gen 
completo del R Mas de ratón abarca alrededor de 27 kb y comprende 12 exones, 
que pueden ser transcriptos a partir de al menos 4 promotores. La presencia de 11 
isoformas de empalme (variantes de splicing) del R Mas, 2 señales de 
poliadenilación, y al menos 4 promotores, muestra que el gen que codifica para el 
R Mas se caracteriza por tener la estructura más compleja dentro de la familia de 
genes codificantes para los RAPGs descriptos y publicados hasta el día de hoy 
(Alenina y col., 2015). 
Al igual que otros Rs que forman parte del SRA, exceptuando al R AT4 (o 
IRAP), el R Mas forma parte de la superfamilia de los RAPGs (Singh y Karnik, 













Figura 8: Modelo de la estructura del R Mas predicha por análisis bioinformático. 
Extraído y adaptado deTirupula y col., 2014 
 
La Ang-(1-7), a través del R Mas, ejerce acciones en diferentes órganos 
que contrabalancean los efectos del eje presor del SRA. El R Mas se expresa en el 
endotelio y en las células del músculo liso vascular. La estimulación con Ang-(1-
7) induce relajación vascular en diferentes lechos vasculares en modelos animales 
y en humanos (Santos, 2014). A nivel endotelial, la Ang-(1-7) estimula la 
liberación de NO, prostaglandinas vasodilatadoras y del factor relajante derivado 
del endotelio, lo que produce vasodilatación (Ferreira y Santos, 2005; Sampaio y 
col,. 2007; Dinh Cat y Touyz, 2011). En las células endoteliales aórticas humanas 
la Ang-(1-7), a través del R Mas, estimula la activación de la NO sintasa 
endotelial (eNOS, sigla en inglés para endothelial nitric oxide synthase) y 
estimula la fosforilación de Akt (Sampaio y col., 2007). En ratones en los que el 
gen que codifica para el R Mas ha sido delecionado (ratones knock down) se 
observó un aumento importante en la resistencia vascular de varios lechos, tales 
como riñón, pulmón, glándula suprarrenal, mesenterio y bazo (Santos, 2014). 
Además, se demostró que aquellos ratones que carecen del gen que codifica para 
el R Mas presentan una mayor respuesta vasoconstrictora a la Ang II en los vasos 
mesentéricos (Kostenis y col., 2005). Esto podría atribuirse a la formación de un 
heterómero R Mas-R AT1 donde el R Mas estaría bloqueando el efecto 
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vasoconstrictor mediado por la activación del R AT1 (Castro y col., 2005; 
Kostenis y col., 2005).  
La Ang-(1-7) no solo produce vasodilatación por sí misma, sino también 
porque potencia el efecto vasodilatador de la bradiquinina. Este efecto sería el 
resultado de la formación de un heterodímero entre el R Mas y el R B2 de 
bradiquinina (Cerrato y col., 2016).  
Además de los efectos vasodilatores descriptos para la Ang-(1-7) a través 
del R Mas, el eje Ang-(1-7)/R Mas presenta efectos anti-proliferativos en las 
células del músculo liso vascular y revierte los efectos proliferativos y pro-
inflamatorios de la Ang II (Santos, 2014; Bihl y col., 2015). 
A nivel cardíaco, la Ang-(1-7) ejerce efectos protectores ya que atenúa la 
fibrosis cardíaca, reduce la duración de las arritmias de reperfusión, mejora la 
función cardíaca post-isquémica y previene el remodelado cardíaco en diferentes 
modelos de cardiomiopatía, efectos también ejercidos por agonistas sintéticos del 
R Mas (Santos, 2014). Además, el tratamiento crónico con la Ang-(1-7) en ratas 
con insulino-resistencia previene la fibrosis y la hipertrofia cardíaca en estas ratas 
(Giani y col., 2010). Las ratas transgénicas que albergan una proteína de fusión 
productora de Ang-(1-7) en el corazón muestran mejoras en la funcionalidad 
cardíaca, viéndose favorecida la contracción y la relajación cardíaca (Gomes y 
col., 2012). La Ang-(1-7), a través de la estimulación del R Mas, atenúa los 
efectos deletéreos, pro-fibróticos, proliferativos y pro-oxidantes de la Ang II en el 
corazón (Santos, 2014; Gomes y col., 2012). Experimentos en miocitos 
ventriculares adultos de ratón demostraron que la generación de superóxido y la 
activación de la ERK1/2, mediados por la Ang II, fueron inhibidos por la 
expresión cardíaca de la ECA2 recombinante (Zhong y col., 2010). La pérdida de 
respuesta a la Ang II en estos miocitos fue consecuencia de la generación de la 
Ang-(1-7), la cual a través de la estimulación del R Mas disminuyó los efectos de 
la Ang II (Zhong y col., 2010). 
A nivel renal y en contraposición a la Ang II, la Ang-(1-7) induce diuresis 
y natriuresis (Ferrario y Chappell, 2004; Farag y col., 2015).  Muchos estudios 
han mostrado efectos beneficiosos del tratamiento con la Ang-(1-7) en 
diferenentes modelos de enfermedad renal (Giani y col., 2011; Benter y col., 
2008; Simões y Teixeira, 2016; Zhang y col., 2010; Barroso y col., 2012; Silveira 
y col., 2013). En la nefropatía inducida por adriamicina, la administración oral de 
un agonista del R Mas, el compuesto AVE 0991, mejoró los parámetros de 
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función renal, redujo la pérdida de proteínas urinarias y atenuó los cambios en la 
histología del riñón (Silveira y col., 2013). En un modelo de ratones de lesión 
renal aguda, la administración subcutánea de AVE 0991 también redujo la 
disfunción renal, el daño histológico y la inflamación tisular (Barroso y col., 
2012). La infusión de Ang-(1-7) durante 2 semanas en ratones diabéticos mejoró 
la fucionalidad renal y esto se asoció con niveles más bajos de marcadores 
inflamatorios, un mejor estado oxidativo y una disminución de la fibrosis en el 
tejido renal (Moon y col., 2011) Estos efectos fueron mediados por la activación 
del R Mas. 
A nivel central, la Ang-(1-7) actúa como neuromodulador inhibitorio de la 
actividad simpática y presenta efectos cerebroprotectores (Gironacci y col. 2014). 
Estos se describen en detalle en la sección siguiente (sección 2.2.3-Sistema renina 
angiotensina cerebral). 
La deleción del R Mas en los ratones genera animales hipertensos con 
disfunción autonómica (Rabello Casali y col., 2016), disfución endotelial (Xu y 
col., 2008), sin respuesta vasodilatadora frente a la Ang-(1-7) (Santos y col., 
2003) y con cambios disfuncionales y estructurales a nivel cardíaco (Santos y col., 
2006) y renal (Pinheiro y col., 2009). Esto demuestra la importancia del eje 
conformado por la Ang-(1-7)/R Mas en el mantenimiento de la homeostasis 
cardiovascular. 
Se han descripto efectos cardiovasculares y metabólicos benéficos como 
resultado de la administración oral de la Ang-(1-7), incluida en una molécula de 
ciclodextrina, tales como disminución de la trombogénesis, reducción del área de 
la lesión cardíaca y atenuación de la disfunción cardíaca post-infarto, efectos anti-
hipertensivos, y efectos beneficiosos en la diabetes mellitus tipo II (Santos, 2014). 
A pesar de que, se ha descripto al R Mas como un R específico para la 
Ang-(1-7), la Ang-(1-7) ejerce algunos efectos por estimulación del R AT2 
(Lopez Verrilli y col., 2009; Walters y col., 2005). Sin embargo, todavía hay una 
intensa discusión sobre la interacción de la Ang-(1-7) con este R. Algunos autores 
concluyen que la Ang-(1-7) reconoce al R AT2 debido a que algunos de sus 
efectos son bloqueados con PD123319, un compuesto descripto originalmente 
como antagonista del R AT2. Sin embargo, Tetzner  y col. (2016) reportaron que 
el PD123319 también puede bloquear al R Mas y a otro R relacionado con el R 
Mas, el R MrgD. Estos autores sostienen que el R Mas y el R MrgD son los 
únicos Rs de la Ang-(1-7).  
   
34 
En cuanto a la unión de la Ang-(1-7) a los Rs AT1, la Ang-(1-7) actuaría 
como un agonista sesgado del R AT1, favoreciendo la interacción con β-arrestina 
en lugar de la unión a proteína Gq (Galandrin y col., 2016). 
La estimulación de diferentes tipos de células con la Ang-(1-7) induce la 
activación de diversas vías de señalización  (figura 9), tales como la activación de 
PLA2 y la consecuente liberación de derivados del ácido araquidónico (AA), la 
activación de la NOS, la activación de 2K/Akt, MAPKs, RhoA, adenosina 
monfosfato cíclico (AMPc)/PKA (Santos y col., 2003; Giani  y col., 2007; Giani y 
col., 2008; Liu y col., 2012; Verano-Braga y col., 2012; Gomes y col. 2012; 
Passos-Silva y col., 2013, Gironacci y col., 2014; Zimpelmann y Burns, 2009; 
Cerrato y col., 2016; Mascolo y col., 2017; Karnik y col., 2017). La activación del 
R Mas por la Ang-(1-7) involucra la activación de distintos efectores como el NO, 
y la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) (figura 9) (Passos-Silva y col., 2013; Gironacci y 
col., 2014). En los cardiomiocitos, la Ang-(1-7) induce un aumento en los niveles 
de NO y activa la vía de PI3K/Akt pero inhibe la vía de la MAPK/ERK1/2 (Giani 
y col., 2007; Dias-Peixoto y col., 2008; Gomes y col., 2012). Contrariamente, en 
neuronas del hipotálamo y tronco encefálico de ratas hipertensas, la Ang-(1-7) 
induce la fosforilación de ERK1/2, induciendo cambios a nivel transcripcional 
(Lopez Verrilli y col., 2012). En el riñón, la Ang-(1-7) a través del R Mas 
aumenta los niveles de AMPc a través de la activación de la subunidad Gαs (Liu y 
col., 2012; Magaldi y col., 2003). A nivel central, se describió que la Ang-(1-7) 
también aumenta la actividad de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
(NADPH) oxidasa (Li y col., 2012). Se demostró además que el R Mas se une 
constitutivamente a las proteínas Gαi, Gαq y Gα12/13 (Canals y col., 2006, 
Tirupula y col., 2014). De acuerdo con esto último, el R Mas es un RAPG 
constitutivamente activo, por lo tanto los cambios en los niveles proteicos del R 
Mas inducen cambios en la señalización constitutiva y por lo tanto, pueden 












Figura 8: Vías de señalización descriptas para la activación del R Mas por la Ang-(1-7). Extraído y 
adaptado de Gironacci y col., 2014. PG: prostaglandinas. 
 
 
La estimulación continua o la exposición del R Mas a altas 
concentraciones de Ang-(1-7), produce una disminución en la respuesta, 
sugiriendo que el R se desensibiliza (Muthalif y col., 1998; Gironacci y col., 
2002; Wang y col., 2010). En estudios previos hemos demostrado que esta 
desensibilización es consecuencia de la remoción del R de la membrana 
plasmática, fenómeno conocido como internalización (Gironacci y col., 2011).  El 
R Mas luego de ser estimulado por su ligando, es endocitado a endosomas 
tempranos (Gironacci y col., 2011).  Sin embargo, el tráfico intracelular del R 
Mas luego de ser internalizado no ha sido estudiado en ningún tipo celular. 
Además de localizarse en la membrana plasmática, el R Mas se expresa 
constitutivamente en el núcleo aislado de la corteza renal de oveja adulta 
(Gwathmey y col., 2012). La estimulación de estos núcleos aislados con la Ang-
(1-7) produce liberación de NO, indicando que el R Mas nuclear es funcional. Sin 
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embargo, aún no se ha determinado si el R Mas se expresa constitutivamente en el 
núcleo de otros tipos celulares o si puede ser translocado al núcleo luego de ser 
estimulado con su ligando. 
 
2.2.3-El sistema renina angiotensina cerebral 
 
Existe un SRA completo y funcional en el cerebro y comprende todos los 
precursores y las enzimas necesarias para la formación y el metabolismo de las 
diferentes Angs, así como sus Rs específicos (figura 9) (Wright y col., 2011; 
Sigmund, 2012; Sigmund y col., 2017). El SRA cerebral no solo participa en la 
regulación de la presión arterial y de la homeostasis hidrosalina, sino también en 
el desarrollo del sistema nervioso y en los procesos cognitivos (Gironacci y col., 
2014; Gironacci, 2015; Mascolo y col., 2017). 
La existencia de una barrera hematoencefálica evita en condiciones 
fisiológicas que los componentes del SRA circulantes, incluyendo la renina y la 
Ang II, alcancen la mayor parte del cerebro, excepto los órganos 
circumventriculares (Biancardi y col., 2016). Los órganos circumventriculares son 
regiones cerebrales cuya barrera hematoencefálica está formada por capilares 
fenestrados y una membrana basal incompleta, permitiendo que pequeños 
péptidos circulantes, como la Ang II, atraviesen a través de estas regiones 
(Biancardi y col., 2016). Sin embargo, la barrera hematoencefálica se vuelve más 
permeable en ciertas patologías como la HTA (Biancardi y col., 2016) 
 Además de cierta accesibilidad del SRA circulante al cerebro, a través de 
los órganos circumventriculares, existen evidencias que demuestran la generación 

















Figura 9: El SRA cerebral. Esquema de diferentes componentes del SRA hallados en el cerebro, 
partcularmente en las neuronas. AGT: angiotensinógeno; icREN: renina intracelular; REN: renina; 
ANG: angiotensina; (P)RR: receptor de prorenina; ATR: R de Angs. Extraído de Grobe y col., 
2008. 
 
En cuanto al angiotensinógeno, se han identificado a los astrocitos como 
los principales productores del angiotensinógeno cerebral, aunque también las 
neuronas expresan dicho precursor (Imboden y col., 1987; Yang y col., 1999).  
Con respecto a la renina cerebral, existe cierta discusión acerca de la 
generación de la renina en el cerebro. Algunos autores sostienen que la renina 
cerebral resulta de la renina circulante captada (van Thiel y col., 2017). Sin 
embargo, otros autores han reportado expresión génica y actividad enzimática de 
renina en el cerebro (figura 9) (Sigmund y col., 2017).  
El RProR también se expresa en el cerebro y cumple un rol fundamental al 
unir y aumentar la actividad enzimática de la renina y la prorenina. El RProR 
funciona como un activador local de prorenina (Xu y col., 2016). Por lo tanto la 
prorenina, activada por la unión al RProR, podría ser la angiotensinogenasa clave 
en el cerebro (figura 9). El RProR es un regulador clave de la presión arterial a 
nivel central que contribuye a la mayor parte de la Ang II generada en el cerebro 
(Li y col., 2012; Li y col., 2014). En el sistema nervioso central, el RProR se 
expresa principalmente en las neuronas y en menor medida en los astrocitos. La 
presencia del RProR ha sido demostrado también en las células microgliales 
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donde promueve la liberación de factores pro-inflamatorios mediante la activación 
de la vía de señalización del factor nuclear kappa B (NF-κB, sigla en inglés para 
nuclear factor kappa B) (Shi y col., 2014) Sin embargo, en los núcleos 
reguladores de la función cardiovascular del tronco encefálico e hipotálamo, el 
RProR se expresa exclusivamente en neuronas, a nivel de la membrana plasmática 
y en el citosol, y no en las células gliales (Xu y col., 2016).  
Se ha demostrado la presencia de distintas Angs, así como de actividad 
enzimática de la renina y de la ECA en el cerebro (Lavoie y col., 2004; Sigmund y 
col., 2017). LA ECA se expresa de manera prominente en todo el cerebro (Zhuo y 
col., 1998) permitiendo que la Ang II se produzca localmente. Los ratones 
transgénicos con aumento de la generación de la Ang II en el cerebro desarrollan 
HTA (Morimoto y col., 2001; Morimoto y col., 2002), destacando la relevancia 
fisiopatológica de esta producción local de Ang II.  
Al igual que a nivel sistémico, la Ang II es metabolizada por la ECA2 
generarando Ang-(1-7) (Gironacci y col., 2014). La ECA2 se expresa en el 
cerebro de ratón tanto en áreas importantes para el control cardiovascular como en 
otras áreas (Doobay y col., 2007). Se ha demostrado que la ECA2 está presente en 
el citoplasma de las neuronas, pero no en las células gliales (Doobay y col., 2007). 
Sin embargo, otros autores han demostrado la expresión del gen de la ECA2 en 
cultivos primarios de astrocitos de cerebelo y bulbo raquídeo de rata (Gallagher y 
col., 2006). 
La Ang-(1-7) fue detectada por inmunomarcación en áreas del cerebro 
relacionadas con la regulación de la presión arterial y el equilibrio 
hidroelectrolítico (Block y col., 1988). En extractos hipotalámicos, cantidades 
aproximadamente equimolares de Ang-(1-7), Ang II y Ang I fueron detectadas 
(Chappell y col., 1989). Un perfil similar se observó en el bulbo raquídeo y la 
amígdala, aunque el contenido de estos tres péptidos fue 40-70% menor que el 
determinado en el hipotálamo (Chappell y col. 1989). La Ang-(1-7) fue también 
detectada en los cultivos primarios de neuronas del hipotálamo y del tronco 
encefálico (Lopez Verrilli y col., 2009) y en el hipotálamo de ratas (Arnold y col., 
2012). Las enzimas involucradas en la síntesis de la Ang-(1-7) varían de acuerdo 
con la zona cerebral estudiada. Por ejemplo, la TOP es la principal enzima 
responsable de la generación de la Ang-(1-7) en el hipocampo de rata (Pereira y 
col., 2013).  
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La mayoría de las acciones centrales de la Ang II están mediadas por la 
activación del R AT1 (Mendelsohn y col., 1984; Song y col., 1992; MacGregor y 
col., 1995; McKinley y col., 2003).  El R AT1 se expresa en áreas cerebrales 
involucradas en la regulación de la presión arterial incluyendo la médula 
rostroventrolateral (RVLM, sigla en inglés de rostroventrolateral medulla), 
caudoventrolateral (CVLM, sigla en inglés de caudoventrolateral medulla), el 
área postrema (AP), el núcleo del tracto solitario (NTS), el núcleo paraventricular 
(PVN, sigla en inglés de paraventricular nucleus) y el núcleo supraóptico (NSO). 
Estas áreas están esquematizadas en la figura 13. El R AT2 se expresa en menor 
proporción que el R AT1 a nivel cerebral (Zhuo y col., 1998). La microinyección 
de la Ang II en estos núcleos causa respuestas presoras dependientes de la dosis 
(Casto y Phillips, 1984; Toney y Porter, 1993b), mientras que el bloqueo del R 
AT1 con losartan, un antagonista de este R previene el aumento de la presión 
arterial y la secreción de vasopresina después de inyecciones 
intracerebroventriculares de la Ang II (Toney y Porter, 1993a). La Ang II, 
principalmente a través de la Ang III (Gao y col., 2014), facilita la 
neurotransmisión noradrenérgica (Vatta y col., 1992; Papouchado y col., 1995; 
Teschemacher y col., 2008; Xu y Hongli, 2015; Mascolo y col., 2017). La Ang II 
o la Ang III aumentan de forma similar la presión arterial y este efecto es ejercido 
por estimulación de la actividad nerviosa simpática, disminución de la 
sensibilidad del barorreflejo, y aumento en la liberación de la hormona 
antidiurética (Wright y col., 1985). Además la Ang III modula la actividad del 
trasportador de noradrenalina (Vatta y col., 1992; Papouchado y col., 1995).La 
administración central de la Ang II aumenta la actividad de la tirosina hidroxilasa 
(TH), la enzima que regula la síntesis de las catecolaminas (Veersingham y 
Raizada, 2003). Además, la depleción catecolaminérgica central o la 
administración de antagonistas noradrenérgicos impide la respuesta presora 
central de la Ang II, lo que confirma que el efecto presor de la Ang II está 
mediado por estimulación de la actividad simpática (Veersingham y Raizada, 
2003).  
El hecho de que diferentes Angs puedan ser sintetizadas intracelularmente 
en las neuronas sugiere que pueden actuar como neurotransmisores clásicos del 
sistema nervioso central (figura 9). La Ang II, al unirse a los Rs AT1 
presinápticos, inhibe tónicamente las neuronas gabaérgicas y estimula las 
neuronas glutamatérgicas, contribuyendo así al aumento de la actividad simpática 
e incrementando la presión arterial (Dupont y Brouwers, 2010; Leenen y col., 
2016).  
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La Ang-(1-7) actúa en sitios involucrados en el control de la función 
cardiovascular, contribuyendo así a la regulación de la presión arterial. La 
inyección de la Ang-(1-7) en el NTS, la CVLM, y el PVN o en el área 
hipotalámica anterior induce una reducción de la presión arterial (Gironacci y col., 
2013). La respuesta hipotensora de la Ang-(1-7) en el área hipotalámica anterior y 
en la CVLM es dependiente de la generación de NO (Cerrato y col., 2012; 
Alzamora y col., 2002).  Por el contrario, la inyección de Ang-(1-7) en la RVLM 
induce un aumento de la presión arterial, y este efecto está mediado por la 
generación de aniones superóxido (Li y col., 2012; Gironacci y col., 2013). En 
contraste, la Ang-(1-7) carece de efecto en la RVLM del conejo (Potts y col., 
2000).  
Con respecto a la localización del R Mas en el cerebro, se ha demostrado 
que está presente en el hipocampo, la amígdala y la corteza, así como en el 
hipotálamo y en el tronco encefálico (Becker y col., 2007). Dentro del hipótalamo 
y del tronco encefálico, se observó que el R Mas se expresa preferentemente en 
áreas relacionadas con la regulaciòn de la función cardiovascular tales como el 
NTS, la CVLM y la RVLM, y en los núcleos hipotalámicos PVN y SPO (Becker 
y col., 2007). En este sentido, estos hallazgos proporcionan una base anatómica 
para el rol fisiológico de la Ang-(1-7) a nivel central. Además, se reportó que el R 
Mas se expresa predominantemente en las neuronas (Becker y col., 2007; Lopez 
Verrilli y col., 2009; Gironacci y col., 2014), aunque también se ha demostrado su 
presencia en las células gliales (Mecca y col., 2011). 
Más allá de los efectos locales de la Ang-(1-7) sobre los distintos núcleos, 
la inyección intracerebroventricular de la Ang-(1-7) reduce la presión arterial en 
las ratas con HTA inducida por acetato de desoxicorticoesterona (DOCA, sigla en 
inglés de deoxycorticosterone acetate) (Guimaraes y col., 2012). Es decir, la 
administración central de la Ang-(1-7) induce un efecto neto hipotensor en las 
ratas hipertensas.  
Se ha demostrado que la sobreexpresión de la Ang-(1-7) a nivel central 
induce efectos cardiovasculares predominantemente parasimpáticos, mientras que 
el bloqueo del eje depresor del SRA por la administración de A779, un 
antagonista específico del R Mas, promueve respuestas predominantemente 
simpáticas (Dartora y col., 2017). Por lo tanto, el eje Ang-(1-7)/R Mas tiene un rol 
fundamental en la modulación autonómica (Dartora y col. 2017).  
La Ang-(1-7) no sólo contribuye a la regulación de la presión arterial a 
nivel central por sí misma, sino también mediante el bloqueo del efecto presor de 
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la Ang II. Inyecciones intrahipotalámicas de la Ang-(1-7) bloquean la respuesta 
presora inducida por la Ang II en las ratas SHR (Höcht y col., 2006).  
Los efectos centrales de la Ang-(1-7) sobre la regulación de la presión 
arterial y las respuestas cardiovasculares están asociados con cambios en los 
niveles sinápticos de noradrenalina inducidos por este péptido (figura 10). La 
actividad nerviosa simpática, tanto en el sistema nervioso central como en el 
periférico, desempeña un papel importante en la regulación de la presión arterial 
(Guyton y Hall, 2007). El SRA cerebral participa activamente en la modulación 
de la liberación de neurotransmisores (Tsuda y Masuyama, 2012; Gironacci y col., 
2013; Mascolo y col., 2017). La Ang II es bien conocida por facilitar la 
neurotransmisión noradrenérgica (Teschemacher y col., 2008; Xu y col., 2015; 
Mascolo y col. 2017). En contraposición, la Ang-(1-7) tiene efectos 
simpatoinhibidores (figura 10) (Gironacci y col., 2013). La Ang-(1-7) induce una 
disminución de los niveles de noradrenalina en la hendidura sináptica en las 
neuronas del hipotálamo y tronco encefálico de ratas normotensas y de ratas SHR 
(Gironacci y col., 2004). Este efecto es consecuencia de una disminución en la 
liberación y síntesis de noradrenalina y de un aumento en su captación neuronal 
(Gironacci y col., 2004; Lopez Verrilli y col., 2012). La Ang-(1-7), a través del R 
Mas, disminuye la liberación de noradrenalina y este efecto está mediado a través 
de la generación de NO por un camino dependiente de la vía GMPc-proteína 
quinasa G (PKG, sigla en inglés para protein kinase G) (Gironacci y col., 2004) 

















Figura 10: Efectos simpatoinhibidores de la Ang-(1-7) a través del R Mas. Extraído 
y modificado de Gironacci, 2015. 
 
En concordancia con estos resultados, se ha demostrado que la Ang-(1-7) 
aumenta los niveles de NO derivados de la NOS neuronal (nNOS) y activa 
canales de potasio generando una corriente hiperpolarizante en neuronas 
catecolaminérgicas diferenciadas, lo cual resulta en la disminución de la 
liberación de catecolaminas (Yang y col., 2011). Además de inhibir la liberación 
de noradrenalina, la Ang-(1-7) reduce el contenido proteico de la TH, aumentando 
la degradación de dicha enzima, mediante la estimulación del sistema ubiquitina-
proteasoma (López Verrilli y col., 2009). En consecuencia, la Ang-(1-7) reduce la 
biosíntesis de catecolaminas.  
La captación de neurotransmisores de monoamina en los terminales 
presinápticos, a través de los transportadores, es el principal mecanismo de 
finalización de la neurotransmisión monoaminérgica. El transportador de 
noradrenalina (NET, sigla en inglés de norepinephrine transporter) regula los 
niveles de noradrenalina de la hendidura sináptica (Bönisch y Brüss, 2006). La 
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Ang-(1-7) estimula a largo plazo la captación de noradrenalina neuronal y este 
efecto lo ejerce aumentando la transcripción y el contenido proteico del NET, a 
través de la estimulación del R Mas, por un mecanismo dependiente de Akt y de 
ERK1/2 (figura 10) (Lopez Verrilli y col. 2012).  
La administración central de la Ang-(1-7) induce efectos ansiolíticos y 
tiene efectos beneficiosos en las enfermedades cardiovasculares inducidas por el 
estrés (Bild y Ciobica, 2013; Mascolo y col., 2017). En la HTA, la administración 
central de la Ang-(1-7) a ratas SHR mejora el estado oxidativo y disminuye los 
procesos de autofagia y apoptosis neuronal, lo que sugiere que el tratamiento 
crónico con la Ang-(1-7) es beneficioso para atenuar los cambios fisiopatológicos 
inducidos por la HTA en el cerebro y puede ser útil para prevenir las 
enfermedades cerebrovasculares relacionadas con la HTA (Jiang y col., 2013). 
Los efectos anti-oxidativos y anti-apoptóticos de la Ang-(1-7) son independientes 
de la reducción de la presión arterial y pueden ser suprimidos por el antagonista 
A-779 del R Mas (Jiang y col., 2013). 
Sin embargo, la activación del R Mas por la Ang-(1-7) a nivel central no 
solo está relacionada con funciones a nivel cardiovascular. Se ha demostrado que 
la Ang-(1-7), a través del R Mas, estimula la plasticidad sináptica en la región 
CA1 del hipocampo (Hellner y col., 2005) y en la amígdala lateral de ratas, 
participando en funciones de aprendizaje y memoria (Albrecht y col., 2007). 
Además, la Ang-(1-7) administrada a nivel central presenta un efecto 
cerebroprotector frente al accidente cerebrovascular isquémico (Regenhardt y col., 
2013; Jiang y col., 2012) debido a que induce la liberación de bradiquinina y de 
NO (Mascolo y col., 2017) y atenúa la producción de radicales libres del oxígeno 
(Zheng y col., 2014). La activación del eje Ang-(1-7)/R Mas presenta efectos 
neuroprotectores en ratas con isquemia cerebral crónica ya que mejora el estado 
oxidativo cerebral y presenta efectos anti-inflamatorios mediante la supresión de 
la vía del NF-kB en el cerebro (Jiang y col., 2012). Los efectos cerebroptotectores 
de la Ang-(1-7)/R Mas en la isquemia cerebral se asocian a un efecto pro-
angiogénico inducido por este eje (Bennion y col., 2015). La Ang-(1-7) aumenta 
el flujo sanguíneo cerebral, lo que puede contribuir a su eficacia neuroprotectora 
(Bennion y col., 2015). 
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2.3- La hipertensión arterial 
 
2.3.1-Definición y clasificación de la hipertensión arterial 
 
 
La HTA es una patología crónica de etiología múltiple que consiste en el 
aumento de la presión arterial sistólica y/o diastólica a valores superiores a 140 
mmHg o 90 mmHg respectivamente (Consenso de Hipertensión Arterial. Consejo 
Argentino de Hipertensión Arterial, 2013). Las guías de consenso de las 
sociedades europeas de HTA (ESH, sigla en inglés de European Society of 
Hypertension, guía ESH 2013) y de cardiología (ESC, sigla en inglés para 
European Society of Cardiology, guía ESC 2013) definen y clasifican las cifras de 





Tabla 1: Clasificación de los valores de presión arterial según las guías de la ESH 
y ESC. Extraído de Guía de práctica clínica de la ESH/ESC 2013 para el manejo de 
la hipertensión arterial.  
 
La HTA disminuye la calidad y la expectativa de vida de los pacientes ya 
que es uno de los factores de riesgo más importantes para el desarrollo de otras 
enfermedades cardiovasculares, eventos cerebrovasculares, insuficiencia cardíaca 
e insuficiencia renal (Lawes y col., 2002; Lawes y col., 2004; Consenso de 
Hipertensión Arterial. Consejo Argentino de Hipertensión Arterial, 2013). 
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2.3.2-Epidemiología de la hipertensión arterial 
 
La HTA afecta a un tercio de la población mundial adulta según el reporte 
del año 2012 de la Organización Mundial de la Salud  
(http://www.who.int/gho/publications/world_health_statistics/2012/en/) 
observándose un marcado aumento en la prevalencia de HTA en edades más 
avanzadas (Guía ESH, 2013). En Latinoamérica, según el estudio CARMELA 
(CARMELA, sigla para The Cardiovascular Risk Factor Multiple Evaluation in 
Latin America, (Hernández y col., 2010), la prevalencia de HTA va desde un 9% 
en la ciudad de Quito hasta un 29% en Buenos Aires y hasta un 40% en otras 
ciudades latinoamericanas. Además, se observan en la región altos porcentajes de 
HTA no diagnosticada (del 24% en la Ciudad de México al 47% en Lima) y de 
HTA medicada no controlada. El Registro Nacional de Hipertensión Arterial, 
estudio RENATA (Marin y col., 2012) evidenció que en Argentina la prevalencia 
de HTA es del 33,5%, es decir, en concordancia con lo observado a nivel mundial, 
un tercio de la población argentina presenta HTA. Al igual que en el estudio 
CARMELA, los porcentajes de HTA no diagnosticada o diagnosticada no 
controlada fueron alarmantes en el estudio RENATA: el 37,2% de la población 
hipertensa desconocía su enfermedad y, mientras el 56,2% de los individuos 
hipertensos recibían tratamiento, sólo el 26,5% de ellos lograron controlar su 
presión arterial con la medicación.  El alto porcentaje de individuos con HTA 
medicados no controlados refuerza la necesidad de estudiar nuevas estrategias 
para el control de la HTA dado que está ampliamente comprobado que el control 
de la presión arterial disminuye la morbimortalidad cardiovascular (Lopez-
Jaramillo y col., 2015). 
 
2.3.3-La hipertensión arterial esencial 
 
Aproximadamente el 95 % de los casos de HTA son idiopáticos, lo que se 
conoce como HTA esencial o primaria (Robbins y Cotran, 2007).  La HTA 
esencial constituye una enfermedad silenciosa, debido a la ausencia de síntomas, 
sin consecuencias graves a corto plazo, pero con grandes alteraciones orgánicas en 
el largo plazo, que llevan a daño cardiovascular, renal y/ o cerebral (Robbins y 
Cotran, 2007; Guia ESH, 2013). El 5% restante de los casos de HTA corresponde 
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a HTA secundaria que incluye formas monogénicas de HTA y otras enfermedades 
de base que justifican el aumento en la presión arterial, como ser enfermedad 
renal (glomerulonefritis aguda, estenosis renal, tumor productor de renina, etc), 
endócrina (síndrome de Cushing, hipertiroidismo, feocromocitoma, etc), 
cardiovascular (coartación aórtica) o neurológica (psicogénica, apnea del sueño) 
(Robbins y Cotran, 2007).  
La HTA esencial es una enfermedad multifactorial compleja consecuencia 
de la interacción entre factores genéticos y medioambientales. En 1960, Paige 
propuso la teoría mosaico para la HTA (Mosaic theory of hypertension) 
proponiendo la interacción entre factores genéticos, ambientales, adaptativos, 




Figura 11: Teoría mosaico para la HTA (Mosaic Theory of Hypertension). Extraído de 
Padmanabhan y col., 2015  
 
Los factores genéticos desempeñan un papel fundamental en la 
patogénesis de la HTA, habiéndose identificado un componente de heredabilidad 
del 30-50% (Lopez-Jaramillo y col., 2015). Asimismo, se identificaron un gran 
número de formas monogénicas de HTA (HTA secundaria), como el 
hiperaldosteronismo familiar y la hiperplasia suprarrenal congénita, que son 
responsables de un número bajo de casos de HTA. El desarrollo de estudios de 
   
47 
asociación del genoma completo, conocidos como GWAS (GWAS, sigla en inglés 
de Genome Wide Association Study), permitieron asociar ciertas variaciones 
genéticas, polimorfismos de nucleótido único (SNPs, sigla en inglés para single 
nucleotide polymorphisms), con el desarrollo de HTA (Padmanabhan y col., 
2015). Sin embargo, los estudios GWAS sólo explican una proporción baja de la 
heredabilidad restando aún un gran porcentaje de información desconocida, 
llamada comúnmente como ¨heredabilidad perdida¨ (Zuk y col., 2012; 
Padmanabhan y col., 2015). La herencia de patrones epigenéticos, es decir marcas 
en el ADN heredadas por interacción con el ambiente, podría explicar en parte la 
heredabilidad (Liang y col., 2013) junto con la presencia de variantes raras 
(Surendran y col., 2016). Reuniendo información actual, Padmanabhan y col. 
publicaron en 2015 una actualización del diagrama de Paige (figura 12) 
proponiendo a la HTA como una patología de múltiples factores que incluyen 
alteraciones mono y poligenéticas, renales, hemodinámicas, endócrinas, 
humorales, neuronales, adaptativas y ambientales, entre otras, dando una visión la 


























Figura 12: Teoría mosaico para la hipertensión arterial (Mosaic Theory of hypertension) 
actualizada. Extraído de Padmanabhan y col., 2015. 
 
La HTA esencial no debe, en realidad, su nombre al desconocimiento de 
su etiopatogenia sino a la imposibilidad de asignarle una causa única e 
inequívoca. Como se comentó anteriormente, la HTA esencial constituye una 
enfermedad multifactorial compleja debida, probablemente, al efecto combinado 
de mutaciones o polimorfismos en varios loci genéticos en interacción con el 
medio ambiente. De esta manera, factores ambientales afectan variables que 
controlan la presión arterial en individuos genéticamente predispuestos y generan 
cambios epigenéticos que pueden, a su vez, ser heredados. Hasta el momento no 
se conocen de manera inequívoca genes de susceptibilidad a la HTA esencial en la 
población en general, aunque sí ciertas asociaciones (Padmanabhan y col., 2015; 
Surendran y col., 2016; Lee y col., 2016). La participación de genes involucrados 
en los mecanismos de regulación de la presión arterial es obviamente una 
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hipótesis plausible. Los genes candidatos que se han considerado incluyen genes 
que regulan el SRA, genes implicados en la función tubular renal (por ejemplo, 
subunidades del canal de sodio epitelial), el gen de la NOS, y otros (Staessen y 
col., 2001; Padmanabhan y col., 2015). Sin embargo, el polimorfismo de estos 
genes no es uniforme, lo que hace que la relación con la etiopatogenia de la HTA 
esencial sea incierta.  
La presión arterial está finamente regulada por múltiples mecanismos, 
destacándose 3 sistemas u órganos principales: el sistema nervioso central, el 
riñón y la vasculatura (Lopez-Jaramillo y col., 2015). Por lo tanto, no es 
sorprendente que en la HTA estos sean los actores que se encuentren alterados. A 
nivel central, la sobreactivación del sistema nervioso simpático desencadena la 
aparición de HTA por aumentar la actividad renal y cardiovascular ((Lopez-
Jaramillo y col., 2015).  El riñón está involucrado en la regulación de la presión 
arterial a largo plazo, por lo cual, cumple un rol fundamental en la patogénesis de 
la HTA. Sin embargo, transplantes renales que restablecen la función renal normal 
no restablecen los valores de presión arterial (Esler y col., 2010). A nivel vascular 
se observan cambios morfológicos importantes en fases tempranas de la HTA, 
como endurecimiento de las paredes, procesos de remodelo vascular, inflamación 
y calcificación, lo que lleva a un aumento en la resistencia periférica y, por ende, a 
un aumento de la presión arterial (Robbins y Cotran, 2007). Dichas alteraciones 
vasculares y renales han sido asociadas con la sobreactivación simpática 
observada en la HTA (Mancia y Grassi 2014). Son varios los mecanismos 
moleculares que han sido descriptos como participantes en la patogénesis de la 
HTA, entre ellos: procesos inflamatorios, estrés oxidativo, sistema del NO, 
sistema de endotelinas, entorno hormonal, adipocinas, y, particularmente, el SRA, 
uno de los principales blancos farmacológicos en el tratamiento de la HTA 
(Lopez-Jaramillo y col., 2015), que a su vez se encuentran relacionados con la 
hiperactivación simpática característica de la HTA esencial (Mancia y Grassi, 
2014). 
 
2.3.4-El sistema nervioso central en la hipertensión arterial 
 
La regulación de la presión arterial a nivel central está dada por centros 
regulatorios ubicados en el hipotálamo y en el tronco encefálico. Estos centros se 
mantienen informados de los cambios en la presión arterial a través de 
   
50 
barorreceptores, localizados en el cayado aórtico y en el seno carotídeo, y realizan 
los ajustes necesarios en la actividad simpática y parasimpática modificando, de 
esta manera, la frecuencia cardíaca, el tono vascular y la función renal y, como 
resultado, los valores de presión arterial (Guyton y Hall, 2007). Las fibras 
aferentes provenientes de los barorreceptores llegan al NTS, ubicado en el tronco 
encefálico, el cual está interconectado con una gran cantidad de núcleos, como la 
RVLM y la CVLM y el AP, y a nivel hipotálamico con el PVN y estos, a su vez, 
conectados con centros superiores (amígdala, corteza, etc). Como se observa en la 
figura 13, esta red neuronal compleja termina regulando la actividad de neuronas 
preganglionares simpáticas, ubicadas en el asta intermediolateral de la médula 
espinal (IML, sigla en inglés de intermediolateral medulla) asegurando la 






























Figura 13: Centros involucrados en la regulación de la descarga simpática. Extraído y 
adaptado de Gironacci y col., 2014.   
 
El sistema nervioso central juega un rol importante en la patogénesis de la 
HTA. El sistema nervioso autónomo tiene un papel principal en la HTA esencial 
ya que tanto en modelos animales de HTA esencial (Judy y Farrell, 1979; Lundin 
y col., 1984) como en humanos con HTA esencial (Esler y Kaye, 2000; Smith y 
col., 2002; Grassi, 2004; Mancia y Grassi, 2014) existe evidencia de disfunción 
autonómica asociada con la etiopatogenia y el mantenimiento de la HTA. De 
hecho, individuos con historia familiar de HTA presentan en estadíos tempranos, 
previos al desarrollo de HTA, un aumento de las catecolaminas circulantes y un 
aumento de la actividad simpática (Davrath y col., 2003; Mancia y Grassi, 2014). 
La proporción de pacientes con HTA esencial que presentan sobreactivación 
simpática en los cuales el tratamiento con antiadrenérgicos resulta exitoso 
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permitió estimar que no menos del 50% de los casos de HTA se deben a una HTA 
de origen neuronal, conocida como HTA neurogénica (Esler y col., 2010).  
Los mecanismos responsables de la desregulación en la actividad 
simpática observada en la HTA esencial no fueron aún dilucidados. Posibles 
mecanismos propuestos incluyen alteraciones en el estado metabólico, 
desregulación en el SRA y alteración en los reflejos mediados por los 
barorreceptores arteriales (barorreflejos) así como en los reflejos mediados por los 
Rs cardiopulmonares, que responden a cambios en el volumen cardíaco, y los 
quimiorreceptores (Mancia y Grassi, 2014). Una disminución de la inhibición de 
la descarga simpática mediada por los barorreceptores arteriales puede deberse a 
una menor respuesta de los mismos debido a un aumento de la rigidez arterial, 
donde estos se ubican, o por alteraciones intrínsecas en su estructura. Sin 
embargo, se ha visto que el barorreflejo está más que nada involucrado en el 
mantenimiento de determinado valor de presión arterial, no en la determinación 
del mismo, es decir, estos se ¨re-setean¨ a diferentes valores de presión arterial y 
contribuyen al mantenimiento del valor de presión arterial previamente fijado 
(Grassi, 2009). Los quimiorreceptores participan en la regulación de la presión 
arterial y se ha observado que la estimulación de los mismos por hipoxia influye 
de manera significativa en el aumento de la descarga simpática (Somers y col., 
1988; Mancia y Grassi, 2014). Además, la descarga simpática puede ser 
influenciada por insulina y leptina cobrando el estado metabólico del individuo 
relevancia en la homeostasis autonómica (Mark y col., 1999; Mancia y Grassi 
2014). En la figura 14 se resume de manera esquemática los factores que están 

















Figura 14: Esquema de los posibles mecanismos involucrados en la sobreactivación 
del sistema nervioso simpático observado en la HTA esencial. Adaptado de Mancia y 
Grassi, 2014.  
 
 
Numerosos factores humorales como citoquinas, endotelinas y 
componentes del SRA, como la Ang II, la Ang-(1-7) y la aldosterona, están 
involucrados en la modulación de la actividad de los centros regulatorios de la 
presión arterial (Mancia y Grassi, 2014). Estos factores humorales de producción 
sistémica o local, en el cerebro, modulan la actividad neuronal y, por ende, la 
respuesta autonómica. Factores humorales sistémicos pueden, según su 
naturaleza, atravesar la barrera hematoencefálica o acceder al sistema nervioso 
central a través de los órganos circumventriculares AP, órgano vasculoso de la 
lámina terminal (OVLT), eminencia media, órgano subfalciforme (SFO, sigla en 
inglés de subfornical organ), glándula pineal y neurohipófisis, zonas desprovistas 
de dicha barrera, y modificar o modular la función neuronal (Dupont y Brouwers, 
2010; Gironacci y col., 2014; Johnson y col., 2015). Asimismo, existe en la HTA 
un aumento en la permeablidad de la barrera hematoencefálica lo que hace al 
sistema nervioso central más accesible para factores circulantes (Biancardi y col., 
2016). 
La desregulación autonómica observada en la HTA esencial se vincularía 
también con el desarrollo de un ambientre pro-inflamatorio a nivel central. Se ha 
observado en modelos animales de HTA esencial una sobreexpresión de 
moléculas de adhesión y factores pro-inflamatorios en el NTS en estadíos previos 
al desarrollo de la HTA, manteniéndose luego de manifestado el aumento en la 
presión arterial (Waki y col., 2008; Waki y col., 2011). Un ambiente pro-
   
54 
inflamatorio vinculado con la hiperactivación simpática se observó también en el 
PVN (Zhang y col., 2003).  
A su vez, en modelos animales de HTA esencial se observó una alteración 
en la expresión de factores neurotróficos en el NTS, lo cual constituiría un 
ambiente desfavorable para el desarrollo neuronal que contribuiría con la 
disfunción simpática y, en consecuencia, al desarrollo de HTA neurogénica 
(Gouraud y col., 2016). 
Hasta ahora la sobreactivación simpática observada en la HTA esencial no 
puede ser explicada mediante una única teória. Esto demuestra la complejidad 
intrínseca en la regulación del sistema nervioso simpático y, por ende, en la 
regulación de la presión arterial. 
 
2.3.5- El sistema renina angiotensina cerebral y la hipertensión arterial 
 
La hiperactividad del eje presor del SRA cerebral se ha vinculado con el 
desarrollo y el mantenimiento de la HTA en varios modelos animales 
experimentales y genéticos de HTA, como las ratas SHR (Ganten y col., 1983; 
Reaux y col., 1999; Guyenet, 2006), o en el modelo de ratas hipertensas DOCA-
sal (Basso y col., 1981; Ganten y col., 1983; Reaux y col., 1999; Guyenet,  2006; 
Grobe y col., 2010) y en animales transgénicos que sobrexpresan tanto el 
angiotensinógeno humano como la renina (Davisson y col., 1998; Morimoto y 
col., 2001). En estos modelos con hiperactivación del SRA cerebral, la actividad 
del SRA sistémico es normal en las ratas SHR, está deprimido en el modelo 
DOCA-sal y aumentado en animales transgénicos. De acuerdo con esto último, en 
las ratas SHR se observa un mayor contenido proteico de los Rs AT1 en los 
núcleos que regulan la función cardiovascular con respecto a las ratas 
normotensas WKY (Han y Sim, 1998) así como niveles más altos de la Ang II 
(Phillips, 1987), mayor actividad enzimática de la renina (Inagami, 1982), mayor 
contenido del angiotensinógeno (Yongue y col., 1991) y mayor respuesta a la 
administración intracerebrovascular de la Ang II (Jensen y col., 1989; Sim y 
Radhakrishnan, 1994;  Wright y col., 1987). Además, el bloqueo de la acción de 
la Ang II central endógena mediante el bloqueo del R AT1 o la inhibición de la 
ECA, provoca una marcada reducción de la presión arterial en las ratas SHR, sin 
efecto en las ratas WKY (Phillips y col., 1977). Los presentes hallazgos apoyan la 
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afirmación de que el cerebro de las ratas SHR, comparado con el de las ratas 
WKY, tienen el eje presor del SRA hiperactivo.  
Se ha observado que la actividad aumentada del eje presor del SRA en el 
sistema nervioso central contribuye a la hiperactividad simpática observada en las 
ratas SHR (Leenen, 2014). Existen numerosos estudios que muestran alteraciones 
funcionales en el sistema nervioso simpático y en el eje presor del SRA en el 
estado hipertensivo, lo que sugiere un papel importante de estos dos sistemas en la 
fisiopatología de la HTA esencial (Antonaccio y Kerwin, 1981; Grassi y col., 
1998; K-Laflamme y col., 1997). En los cultivos neuronales de las ratas WKY, la 
noradrenalina causa una reducción del 66% en el contenido proteico de los Rs 
AT1. Sin embargo, esto no se observa en las neuronas de las ratas SHR (Yang y 
col., 1991). La interacción entre el SRA y el sistema nervioso simpático estaría 
desregulada en las neuronas de las ratas SHR. 
En la HTA no sólo existe una sobreactivación central del eje presor del 
SRA, sino que el eje depresor del SRA está atenuado (Mascolo y col., 2017). Ello 
se correlaciona con la disminución de los niveles proteicos de la ECA2 en núcleos 
como el NTS y RVLM de ratas SHR y ratas con hipertensión neurogénica (Feng y 
col., 2010) en comparación con ratas normotensas (Yamazato y col., 2007; 
Yamazato y col., 2011) así como en la insuficiencia cardíaca (Kar y col., 2010; 
Xiao y col., 2011), otra importante patología cardiovascular. Varios estudios han 
propuesto a la ECA2 cerebral como un elemento fundamental para 
contrabalancear los efectos presores de la Ang II (Yamazato y col., 2007; 
Mendoza y Lazartigues, 2015). El aumento de la expresión proteica de la ECA2 
humana en el SFO o en el PVN atenúa la respuesta presora de la Ang II y mejora 
la función autonómica, a través del aumento de la sensibilidad del barorreflejo y 
de una reducción del flujo simpático (Sriramula y col., 2011). La sobreexpresión 
de la ECA2 a nivel central no sólo reduce los niveles de la Ang II sino que 
también aumenta los niveles de la Ang- (1-7), indicando que la Ang-(1-7) media 
los efectos beneficiosos de la ECA2 cerebral (Mendoza y Lazartigues, 2015). La 
expresión selectiva a nivel neuronal de la ECA2 humana mostró una respuesta 
protectora frente a los estímulos presores de la Ang II, lo que se revirtió por el 
bloqueo simultáneo del R Mas, sugiriendo que la atenuación de la HTA 
neurogénica por la sobreexpresión de la ECA2 humana neuronal es mediada por 
el eje Ang-(1-7)/R Mas (Feng y col., 2010).  
Lo antedicho supone que en la HTA existe un desbalance entre el brazo 
presor y el brazo depresor del SRA a nivel central, en detrimento del brazo 
depresor, y esto se asocia a una hiperactivación del sistema nervioso simpático. Es 
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por ello que hoy en día se están desarrollando estudios preclínicos de fármacos 
para el tratamiento de la HTA que potencian la actividad del brazo depresor del 
SRA (Romero y col., 2015). El desbalance entre los brazos presor y depresor del 
SRA cerebral no sólo se ha asociado con la HTA sino también con patologías 
como la ansiedad, la demencia, la enfermedad de Alzheimer y la de Parkinson 
(Fontes y col., 2016; Mascolo y col., 2017). Esto sugiere que la mejor 
comprensión del SRA cerebral tiene una potencialidad farmacológica 
considerable para el tratamiento del HTA neurogénica y otras patologías 
neuronales. 
 
2.3.6-Las ratas espontáneamente hipertensas como modelo animal de 
hipertensión arterial esencial humana 
 
El modelo animal más ampliamente utilizado para estudiar la HTA 
esencial humana son las ratas SHR. Estas ratas son descendientes de una colonia 
de ratas macho Wistar de Japón, Kyoto, las ratas WKY, que desarrollaron 
espontáneamente HTA (Okamoto y Aoki, 1963). Con la teoría de que el origen 
de la HTA observada era genético, estos machos fueron apareados con hembras 
WKY, normotensas, y se seleccionaron las crías que desarrollaron mayores 
niveles de presión arterial. Estas fueron luego apareadas mediante endocría, es 
decir, entre hermanos, y se seleccionaron nuevamente las ratas que desarrolaron 
HTA. En la tercera generación obtenida por meticulosa endocría, todas las ratas 
desarrollaron HTA. De esta forma se obtuvo la cepa hoy conocida como SHR 
(Aoki, 1989), que constituye un modelo genético de HTA esencial, donde la 
progenie, a diferencia de otros modelos animales de HTA, desarrolla 
espontáneamente HTA sin ningún tipo de intervención quirúrgica o 
farmacológica (Dornas y Silva, 2011). La cepa normotensa WKY fue establecida 
como la cepa control de las ratas SHR. (Louis y Howes, 1990). Debido a la 
variabilidad genética encontrada entre las ratas WKY y las ratas SHR, que no 
solamente involucraría genes claves para el desarrollo de la HTA, y la 
variabilidad encontrada entre las ratas WKY de diferentes fuentes, se discute si 
las WKY constituyen la cepa control de las SHR (Louis y Howes, 1990; Zhang-
James y col., 2013). Sin embargo, con el cuidado pertinente en cuanto a la fuente 
de obtención de las ratas WKY, hoy en día siguen siendo el control más 
apropiado de las ratas SHR (Zhang-James y col., 2013). 
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Las SHR constituyen por diversas razones un modelo animal útil para 
estudiar la HTA esencial humana (Trippodo y Frohlich, 1981; Doggrell y 
Brown, 1998; Leong Xin-Fang y col., 2015): 
• El componente genético es de vital importancia en la 
etiopatogenia de la HTA tanto en las SHR como en humanos con HTA 
esencial.  
• Las SHR presentan la misma progresión de la enfermedad con un 
estado pre-hipertensivo (presión arterial sistólica 100-120 mmHg) 
observado entre las semanas 6 y 8 de vida, desarrollando HTA (presión 
arterial sistólica >150 mmHg) entre las 12-14 semanas. El hecho de que las 
SHR presentan dicho estado pre-hipertensivo permite el uso de estos 
animales para el estudio de posibles causas, previas al desarrollo de HTA, lo 
que constituye una clara ventaja de este modelo. 
• Se observan ciertas alteraciones orgánicas, cardiovasculares y 
renales, entre otras, en fases tempranas de la patología tanto en los humanos 
con HTA esencial como en las ratas SHR. 
• Cuando se establece la HTA en las ratas SHR se observan 
similares alteraciones hemodinámicas a las observadas en la HTA esencial 
humana, con un aumento en el volumen minuto cardíaco y en la resistencia 
periférica. 
• Las complicaciones cardiovasculares de la HTA esencial humana 
incluyen hipertrofia ventricular, insuficiencia cardíaca, falla renal y 
accidente cerebrovascular, al igual que en las SHR. Estas complicaciones 
justifican la diferencia en la expectativa de vida de las ratas SHR con 
respecto a las ratas WKY, siendo de 1,5 a 2,5 años y de 2,5 a 3 años, 
respectivamente. 
• Fármacos que disminuyen efectivamente la presión arterial en las 
ratas SHR resultan generalmente efectivos en los humanos con HTA 
esencial, es decir, presentan una respuesta farmacológica similar. 
 
Existen de todas formas ciertas diferencias entre la HTA esencial humana 
y la desarrollada en las ratas SHR (Trippodo y Frohlich, 1981; Doggrell y 
Brown, 1998; Leong Xin-Fang y col., 2015): 
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• Las ratas SHR presentan una predisposición genética uniforme 
entre las colonias con baja variación interindividual, lo cual, si bien es una 
diferencia con lo que ocurre en los humanos, constituye una clara ventaja 
experimental en cuanto a reproducibilidad de los resultados obtenidos. 
• Las ratas SHR desarrollan HTA cuando son jóvenes adultas 
mientras que, en el humano, es más común el desarrollo de HTA a mediana 
edad, aunque también hay casos de HTA esencial en individuos jóvenes.  
• En la HTA esencial humana el desarrollo de ateroesclerosis es 
frecuente mientras que las ratas son más resistentes a la formación de placas 
de ateroma. Sin embargo, se han observado en las ratas SHR que consumen 
dietas con alto contenido graso alteraciones en el perfil lipídico y lesiones 
vasculares semejantes a las placas de ateroma. 
 Alteraciones a nivel cerebral se han reportado en las ratas SHR y en pacientes 
hipertensos. Estas alteraciones incluyen tanto alteraciones morfológicas y 
cerebrovasculares como a nivel de la neurotransmisión dopaminérgica, 
catecolaminérgica y colinérgica, con consecuencias funcionales y conductuales 
(Amenta y col., 2010; Walker y col., 2017). De hecho, la asociación entre HTA 
y enfermedades cognitivas y neurodegenerativas es cada vez más reconocida 
(Walker y col., 2017). En las ratas SHR existen ciertas alteraciones claves a 
nivel central: 
• Alargamiento ventricular acompañado de una disminución en el 
peso cerebral total y en el volumen de materia gris (Tayebati y col., 2012). 
• Alteraciones anatómicas en la organización hipotalámica 
(Tayebati y col., 2012) 
• Activación de la microglia (reacción microglial) con aumento en 
la producción de citoquinas pro-inflamatorias (Tayebati y col., 2012). 
• Hiperactivación simpática con hipofunción dopaminérgica 
(Amenta y col. 2010). 
• Aumento en la permeabilidad de la barrera hematoencéfalica 
(Biancardi y col., 2014). 
• Aumento en la expresión de moléculas de adhesión en el tronco 
encefálico, lo cual junto con la alta permeabilidad de la barrrera 
hematoencefálica genera un ambiente quimioatractante propicio de un 
estado pro-inflamatorio (Waki y col., 2008). 
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• Hiperactividad del SRA cerebral asociado con la hiperactivación 
simpática (Grassi y col., 2008; Pintérová y col. 2011; Gao y col., 2014). 
A pesar de que las ratas SHR han sido ampliamente utilizadas en diversos 
estudios, aún no se conoce de manera inequívoca la etiología del estado 
hipertensivo. Diversas evidencias sugieren que el desarrollo de HTA en estas ratas 
está relacionado con un aumento de la actividad del SRA central, y esto se 
asociaría, al igual que en la HTA esencial humana, con un aumento de la actividad 






























































3- HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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 Los RAPGs son esenciales en numerosos procesos biológicos y existe una 
gran variedad de mecanismos que regulan la magnitud y duración de su 
activación. Los RAPGs pueden ser internalizados por distintas vías, reciclados a 
la membrana plasmática a distintas velocidades o bien ser degradados, 
determinando y regulando de esta manera la respuesta celular final (Hanyaloglu y 
von Zastrow, 2008; Mayor y col., 2014; Klumperman y Raposo, 2014; West y 
Hanyaloglu, 2015). Además, una vez internalizados los RAPGs pueden continuar 
señalizando o activar nuevas señales de transducción desde los endosomas 
tempranos (Murphy y col., 2009; Bunnett y Cottrell, 2010). 
Hipotetizamos que el R Mas es internalizado por caveolas y vesículas con 
cubierta de clatrina luego del estímulo con su agonista. Una vez internalizado, el 
R activaría señales de transducción, independientes de la proteína G, desde los 
endosomas tempranos, mediante la interacción con la β-arrestina,  para ser luego 
reciclado a la membrana plasmática. 
La regulación de la endocitosis y tráfico de los RAPGs es de fundamental 
importancia tanto para la homeostasis fisiológica como para la respuesta 
molecular a una perturbación fisiológica. Algunas patologías están asociadas con 
alteraciones en la internalización y tráfico de los Rs (Rengo y col. 2011; Siryk-
Bathgate A, 2013; Low y Nicholson, 2015). 
Hipotetizamos que la internalización y tráfico del R Mas está alterado a 
nivel central en la HTA, y ello contribuiría al desbalance entre los dos brazos del 













Para corroborar nuestras hipótesis nos planteamos el siguiente objetivo 
general: Investigar el mecanismo de internalización y tráfico del R Mas en 
condiciones fisiológicas y patológicas, como la HTA. 
 
 
Nuestros objetivos específicos son:  
 
3.2.1-Estudiar el mecanismo de internalización, señalización y tráfico del R 
Mas en células de riñón de embrión humano (HEK293T, sigla en inglés de 
human embryonic kidney 293).  
 
3.2.1.1-En estudios previos hemos demostrado que el R Mas, luego de ser 
estimulado por su ligando, es endocitado a endosomas tempranos (Gironacci y 
col., 2011). Nos proponemos continuar el estudio del mecanismo de 
internalización y tráfico del R Mas en células HEK293T llevando a cabo los 
siguientes objetivos: 
- Estudiar el mecanismo de internalización del R Mas. 
- Evaluar si el R Mas una vez internalizado es degradado.  
- Determinar si el R Mas es reciclado a la membrana plasmática luego de 
ser internalizado.    
-Analizar si el R Mas es translocado al núcleo celular como consecuencia 
del estímulo con la Ang-(1-7). 
 
 3.2.1.2-Los RAPGs pueden continuar transmitiendo señales desde los 
endosomas tempranos, las cuales suelen ser diferentes de aquellas activadas desde 
la membrana plasmática, resultando en diferentes respuestas biológicas (Murphy y 
col., 2009; Bunnett y Cottrell, 2010; Ranjan y col., 2016). La señalización 
activada por el R Mas desde los endosomas tempranos podría ser el resultado de 
la endocitosis del mismo por caveolas o por vesículas con cubierta de clatrina. La 
vía de las MAPKs (ERK, c-Jun y p38) es la vía de señalización dependiente de -
arrestina mejor caracterizada, aunque también se ha demostrado que la -arrestina 
regula la vía de la PI3K (Murphy y col., 2009; Bunnett y Cottrell, 2010; Tian y 
col., 2014; Ranjan y col., 2016) Nuestro objetivo es determinar la vía de 
internalización del R Mas y si este activa señales de transducción desde los 
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endosomas tempranos en células HEK293T. Para llevar a cabo este objetivo 
nos proponemos: 
- Evaluar si la activación inducida por la Ang-(1-7) sobre la vía de Akt y ERK1/2 
es dependiente de la internalización del R Mas por caveolas o vesículas con 
cubierta de clatrina. 
- Evaluar si la activación inducida por la Ang-(1-7) sobre la vía de Akt y ERK1/2 
es dependiente de β-arrestina2. 
 
3.2.2-Estudio del mecanismo de internalización y tráfico del R Mas en 
cultivos neuronales del tronco encefálico de ratas normotensas WKY y de 
ratas SHR. 
 
3.2.2.1-Nos proponemos estudiar el eje depresor del SRA en neuronas del 
tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Para eso trabajaremos con cultivos 
primarios de neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR y llevaremos a 
cabo los siguientes objetivos: 
- Caracterizar de los cultivos primarios.  
- Determinar la expresión proteica del R Mas en las neuronas. 
- Cuantificar el contenido proteico del R Mas.  
- Evaluar la respuesta celular inducida por la Ang-(1-7). 
- Cuantificar los niveles intraneuronales de la Ang-(1-7) y de la Ang II. 
 
3.2.2.2-Dado que se han descripto patologías donde el tráfico de Rs está 
alterado nos proponemos investigar el mecanismo de internalización y tráfico 
intracelular del R Mas en neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Se 
establecen con este propósito los siguientes objetivos: 
- Estudiar el mecanismo de internalización del R Mas. 
- Investigar el reciclado del R Mas a la membrana plasmática. 
- Evaluar si el R una vez internalizado es degradado. 
-Analizar si el R Mas es translocado al núcleo.  
 
3.2.2.3-Los RAPGs pueden interactuar formando heterómeros y esta 
interacción puede afectar la funcionalidad, la internalización y el tráfico de los 
RAPGs (Farran, 2017). Dado que se ha descripto que el R Mas puede interactuar 
con el R AT1 (Kostenis y col., 2005) y el R B2 de bradiquinina (Cerrato y col., 
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2016), nos proponemos estudiar la interacción del R Mas con el R B2 y el R 
































































   
64 
 
Materiales           
 
Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, 
EE.UU.): tris (hidroximetil)-aminometano (Tris), ácido N-2-hidroxietilpiperazin-
N’-etansulfónico (HEPES), dodecilsulfato sódico (SDS), ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 
aprotinina, leupeptina, Triton X-100, Tween 20, seroalbúmina bovina (BSA, 
siglas en inglés para ¨bovine serum albumin¨),  deoxiribonucleasa I (DNAsa I), 
citosina arabinosa, paraformaldehído, buffer fosfato salino (PBS), anticuerpo anti-
gliceralehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) policlonal de conejo, la Ang II y 
el kit Duolink In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit para el ensayo de ligación 
por proximidad (PLA, sigla en inglés para ¨proximity ligation assay¨). 
El suero fetal bovino estéril (SFB), la LipofectaminaTM 2000, el medio Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM, sigla en inglés para ¨Dulbecco´s Modified 
Eagle´s Medium¨), el medio DMEM-F12, el anticuerpo policlonal de cabra anti-
inmunoglobulina G (IgG) de ratón acoplado a AlexaFluor 594, el anticuerpo 
policlonal de cabra anti-IgG de conejo acoplado a AlexaFluor 488, el anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-neurofilamento, el suplemento B-27, el GlutaMAX ™ -
I, la mezcla comercial de antibióticos-antimicóticos (10.000 unidades/mL de 
penicilina, 10.000 μg/mL de estreptomicina y 25 μg/mL de anfotericina B), la 
sonda 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceína (DAF-FM) y la sonda 
LysoTracker red fueron adquiridos en Invitrogen (Carlsbad, California, EE.UU.).  
La papaína fue adquirida en Worthington Biochemical (Lakewood, New Jersey, 
EE.UU.).  
El cóctel de inhibidores de proteasas (fluoruro de 4-(2-aminoetil)- sulfonil 
benceno 100mM, bestatina 5 mM, pepstatina A 1mM, E-64 1,5 mM, leupeptina 2 
mM, aproteinina 80 µM) y de fosfatasas (imidazol 200mM, fluoruro de sodio 100 
mM, molibdato de sodio 115 mM, ortovanato de sodio 100 mM, tartrato de sodio 
dihidrato 400 mM) fueron obtenidos de Calbiochem (San Diego, California, EE. 
UU.) 
El anticuerpo monoclonal de conejo anti-R Mas fue adquirido en Novus 
Biologicals (Littleton, Colorado, EE.UU.)  Los anticuerpos de ratón monoclonales 
anti-Cav1, anti-βarrestin2, anti-EEA1, anti-Rab11, anti-Rab4, anti-R B2 fueron 
adquiridos en BD Biosciences (San Jose, California, EE.UU.). Los anticuerpos 
   
65 
policlonales específicos anti p-ERK1/2 (fosfo Thr 202/Tyr 204) o anti p-AKT 
(fosfo Ser 473) de conejo y contra Akt y ERK1/2 fueron adquiridos en Cell 
Signaling (Beverly, Massachusetts, EE.UU.). El anticuerpo policlonal de ratón 
anti-R AT1 fue adquirido en Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EE. UU.). 
El anticuerpo policlonal anti-Ang-(1-7) utilizado fue obtenido en conejo en 
colaboración con el Dr. Pirola y caracterizado previamente en nuestro laboratorio 
(Lopez Verrilli y col., 2009). El anticuerpo monoclonal anti-Ang II de conejo fue 
adquirido en Laboratorios Peninsula (San Carlos, California, EE. UU.) La Ang-(1-
7) fue adquirida en Bachem (Torrance, California, EE.UU.). La Ang-(1-7)-
Rodamina fue adquirida en Péptidos Phoenix (Matthews, Carolina del Norte, 
EE.UU.). El ácido [3H] AA (204.6 Ci/ mmol) y el líquido de centelleo Optiphase 
HiSafe 3 fueron adquiridos en Perkin Elmer (Boston, Massachussets, EE.UU.).  
El plásmido que contiene la secuencia de ADN copia que codifica para el R Mas 
fusionado a la proteína fluorescente amarilla (YFP, sigla en inglés para ¨yellow 
fluorescent protein¨) se obtuvo en nuestro laboratorio como se describió 
previamente (Gironacci MM y col., 2011). El silenciador del gen que codifica 
para la β-arrestina2 (siRNA β-arrestina 2) fue adquirido en Santa Cruz 
Biotechnology (Dallas, Texas, EE. UU.). Los plásmidos pEGFP-N1-Dyn2-WT 
(dinamina salvaje), pEGFP-N1-Dyn2-K44A (dominante negativo para dinamina) 
y pEGFP-C2-Eps15Δ95/295 (dominante negativo para Eps15) fueron gentilmente 
donados por el Dr. Pablo Ortiz (Henry Ford Hospital, Detroit, USA). El 
silenciador del gen que codifica para la Cav-1 (siRNA Cav-1) fue adquirido en 
Viraquest (North Liberty, Iowa, EE.UU.). 
Los reactivos y el equipo para electroforesis en geles de poliacrilamida y 
electrotransferencia se adquirieron en Laboratorios Bio-Rad (Hercules, California, 
EE.UU.).  El contador de centelleo líquido beta utilizado es un equipo Beckman 
LS-5000 TD. El microscopio confocal utilizado para la adquisición de imágenes 
es un microscopio de barrido láser Olympus Fluoview FV1000 (Tokio, Japón). El 
contador de centello sólido gamma utilizado para medir los niveles de [125I]Ang-
(1-7) y [125I]-Ang II es un equipo Wallac Wizard 1470 (Automatic gamma 
counter, Perkin-Elmer). 
Las membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF), los anticuerpos 
policlonales anti-IgG de ratón y de conejo unidos a peroxidasa de rábano (HRP) y 
el reactivo para detección por quimioluminiscencia (ECL, siglas en inglés para 
¨enhanced chemiluminescence¨ también llamado ¨Pierce ECL Plus Western 
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Blotting Substrate¨) se adquirieron de Thermo Scientific (Waltham, 
Massachusetts, EE.UU.). El resto de los reactivos utilizados en este trabajo fueron 
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Metodología experimental        
 
5.1- Estudio del mecanismo de internalización, señalización y 
tráfico del R Mas 
 
5.1.1-Cultivo celular y transfecciones 
 
El estudio del mecanismo de internalización y tráfico del R Mas se llevó a 
cabo en células HEK293T. Se eligieron estas células porque constituyen una línea 
celular bien caracterizada, fácil de manipular, y porque han sido ampliamente 
utilizadas para estudiar el tráfico de otros RAPGs (Caers y col., 2014; Leonard y 
col., 2016).  
Para realizar el seguimiento del R dentro de la célula utilizamos un vector 
de expresión que contiene una construcción de ADN copia que codifica para el R 
Mas fusionado en su extremo C-terminal a la proteína fluorescente amarilla YFP 
(YFP, sigla en inglés de yellow fluorescence protein), el plásmido pEYFP-N1-
RMas-YFP, ya previamente obtenido y caracterizado en nuestro laboratorio 
(Gironacci y col., 2011). Llamamos a esta construcción R Mas-YFP. Debido a que 
la expresión y funcionalidad de esta quimera es correcta y comparable a la 
proteína salvaje (Gironacci y col., 2011), realizamos todos los ensayos 
experimentales con esta construcción. 
Los cultivos de la línea HEK293T fueron crecidos utilizando el medio de 
cultivo comercial DMEM, alto en glucosa, suplementado con SFB inactivado por 
calor al 10 %, y una mezcla comercial de antibióticos-antimicóticos (10.000 
unidades/ml de penicilina, 10.000 μg/ml de estreptomicina y 25 μg/ml de 
anfotericina B).  Las células fueron crecidas en una estufa de cultivo celular a 
37ºC en una atmósfera humidificada conteniendo 5% de CO2. Una vez alcanzado 
el 95-100 % de confluencia, las células fueron incubadas en condiciones de 
arresto del ciclo celular (DMEM/SFB 1%) y transfectadas con la construcción que 
codifica para la quimera R Mas-YFP, solo o combinado con otros plásmidos, 
oportunamente especificados en la presentación de resultados, a saber: pEGFP-
N1-Dyn2-WT (contiene la construcción para dinamina2-WT, WT es una sigla en 
inglés para wild type que significa salvaje); pEGFP-N1-Dyn2-K44A (contiene la 
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construcción para Dyn2-K44A, dominante negativa para dinamina); pEGFP-C2-
Eps15Δ95/295 (contiene la construcción para Eps15Δ95/295, dominante negativa 
para Eps15) (EPS(-)) o el plásmido que contiene la secuencia que bloquea la 
expresión de Cav-1 (siRNA Cav-1) y el siRNA para β-arrestina2. Las 
transfecciones se realizaron utilizando LipofectaminaTM 2000, según el protocolo 
indicado por el fabricante. Luego de 48 horas de la transfección se realizaron los 
diversos tratamientos. 
 
5.1.2-Determinación del mecanismo de internalización del R Mas mediante 
ensayos de unión ligando-R  
 
La internalización del R Mas se determinó evaluando el porcentaje de Rs 
presente en la membrana plasmática por ensayos de unión ligando-R. Para evaluar 
las vías que están involucradas en la internalización del R Mas se utilizaron 
dominantes negativas de proteínas claves involucradas en la internalización de Rs 
por mecanismos dependientes de caveolas y de cubiertas de clatrina, y de 
dinamina, proteína necesaria para la escinsión de la vesícula invaginada (Mayor y 
col., 2014). Para ello, las células HEK293T fueron transfectadas con el plásmido 
que contiene la construcción que codifica para la quimera R Mas-YFP solo o 
combinado con los plásmidos que contienen las secuencias que codifican para 
EPS (-) (dominante negativa para la Eps15, proteína necesaria para la 
internalización de Rs por vesículas con cubierta de clatrina (Benmerah y col., 
1996), o para el siRNA Cav-1 (para bloquear la vía de caveola), o para DynWT o 
para DynK44 (dominante negativa para la dinamina) o para el siRNA Cav-1 + el 
de EPS (-). Para simplificar la lectura se utilizó la notación R Mas para la quimera 
R Mas-YFP. En resumen, las células fueron transfectadas con los siguientes 
plásmidos:  
 
1- pEYFP-N1-RMas-YFP (R Mas); 
2- pEYFP-N1-MasR-YFP + pEGFP-C2-Eps (R Mas + EPS (-)); 
3- pEYFP-N1-MasR-YFP + siRNA CAV-1 (R Mas + siRNA Cav-1); 
4- pEYFP-N1-MasR-YFP + siRNA CAV-1 + pEGFP-C2-Eps + (R Mas + 
siRNA Cav-1+ EPS (-)); 
5- pEYFP-N1-RMas-YFP + pEGFP-N1-Dyn2-WT (R Mas + DynWT);  
6- pEYFP-N1-MasR-YFP + pEGFP-N1-Dyn2-K44A (R Mas + DynK44);  
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7- plásmido vacío.  
 
48 hs posteriores a la transfección, las células transfectadas fueron lavadas 
con PBS e incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 15 min a 
37°C. Hemos demostrado previamente que bajo estas condiciones más del 50% de 
los Rs Mas son internalizados (Gironacci y col., 2011). Luego se determinó el 
porcentaje de Rs remanentes en la membrana por ensayo de unión ligando-R. Para 
ello, las células fueron lavadas dos veces con PBS y posteriormente incubadas 
durante 45 min a 4°C en un buffer de la siguiente composición: DMEM/BSA 
0,2% conteniendo un cóctel de inhibidores de proteasas, pH 7,4 y [125I]Ang-(1-7) 
2 nM, marcada en nuestro laboratorio como se describe posteriormente (sección 
Niveles intraneuronales de Ang-(1-7) y Ang II). Una vez finalizada la incubación, 
las células fueron lavadas 2 veces con PBS frío para remover el ligando marcado 
y detener la incubación. Posteriormente se realizó un lavado en solución ácida 
(ácido acético 0,2 M/NaCl 150 mM, pH 3,5) durante 5 min para remover el 
ligando unido a los Rs remanentes en la superficie celular. Las células fueron 
solubilizadas por incubación con NaOH 0,1 M durante 60 min y el contenido 
radiomarcado fue cuantificado en un contador de centelleo sólido gamma. La 
unión inespecífica fue determinada en presencia de Ang-(1-7) 10 µM. La unión 
específica se determinó sustrayendo la unión inespecífica a la unión total. La 
fracción de R internalizada se calculó como la relación entre la unión específica 
en células estimuladas con Ang-(1-7) y la unión específica en células no 
estimuladas (unión total). 
 
5.1.3-Determinación del reciclado del R Mas a la membrana plasmática  
 
Las células transfectadas con la construcción que codifica para la quimera 
R Mas-YFP o con el plásmido vacío fueron incubadas en DMEM pH 7,4 en 
ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 30 min a 37º C, tiempo al cual 
hemos demostrado que un 70% de los Rs se encuentran internalizados (Gironacci 
y col. 2011). Posteriormente, se realizó un lavado con PBS para remover el 
ligando no unido a los Rs y un lavado en solución ácida (ácido acético 0,2 
M/NaCl 150 mM, pH 3,5) durante 5 min, en frío, para remover el ligando unido a 
los Rs. Luego las células se incubaron a 37º C en medio de crecimiento durante 0, 
15, 30, 60 o 90 min para permitir el reciclado del R a la membrana. A cada 
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tiempo, se cuantificó el número de Rs presentes en la membrana a través de 
ensayos de unión ligando-R, tal como se describe en la sección Determinación del 
mecanismo de internalización del R Mas mediante ensayos de unión ligando-R. 
Estos experimentos fueron llevados a cabo en presencia y ausencia de 
cicloheximida 10 μM para inhibir la síntesis de novo del R Mas. La unión total se 
obtuvo en células no estimuladas incubadas con el ligando marcado. Se calculó el 
porcentaje de R Mas en la membrana plasmática a través de la relación de la unión 
específica con respecto a la unión total para cada tiempo. Se consideró la unión 
total como el 100% de unión.  
El reciclado del R también fue evaluado a través de la determinación de la 
colocalización del R con las proteínas Rab4 o Rab11, marcadores de vesículas de 
reciclado rápido y lento, respectivamente, según la metodología descripta en la 
sección Determinación del tráfico del R Mas mediante ensayos de colocalización. 
 
5.1.4-Determinación del tráfico del R Mas mediante ensayos de colocalización 
 
Las células transfectadas con la construcción que codifica para la quimera 
R Mas-YFP o con el plásmido vacío, fueron incubadas en DMEM pH 7,4 en 
ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM durante diferentes tiempos. 
Posteriormente, luego de dos lavados con PBS para remover el ligando, las células 
fueron fijadas con paraformaldehído 4% durante 15 min en hielo, permeabilizadas 
con PBS conteniendo Tritón-X 100 0,2% (PBS-T) e incubadas en PBS-T/ BSA 
3% por 30 min a temperatura ambiente. Luego, las células fueron incubadas con 
los anticuerpos primarios anti-Rab11, marcador de vesícula de reciclado tardío o 
anti-Rab4, marcador de vesícula de reciclado rápido, obtenidos de ratón, diluidos 
1:150 en PBS-T/BSA 1%. Luego de dos lavados con PBS-T, las células se 
incubaron durante 2 hs a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-
ratón Alexa Fluor 594, diluido 1:600 en PBS-T/ BSA 1%.  
Para evaluar el tráfico del R Mas a los lisosomas, las células se pre-
incubaron en DMEM pH 7,4 con la sonda marcadora de lisosomas LysoTracker 
red 150 nM durante 45 min. LysoTracker red es un fluoróforo unido a una base 
débil, que está parcialmente protonado a pH neutro, libremente permeable a las 
membranas celulares y que típicamente se concentra en los lisosomas. Su 
mecanismo de retención probablemente involucre protonación y retención del 
fluoróforo en las membranas de los lisosomas. Luego de la incubación con 
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LysoTracker red, se realizó un lavado con DMEM y las células se incubaron en 
DMEM (pH 7,4) en presencia o ausencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 30 o 60 min. 
Luego las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% durante 15 min a 0oC. 
Para evaluar el tráfico del R Mas al núcleo celular, las células 
transfectadas con la construcción que codifica para la quimera R Mas-YFP fueron 
incubadas en DMEM (pH 7,4) en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 
15 o 30 min. Las células fueron luego lavadas con PBS y fijadas con 
paraformaldehído 4% e incubadas con Hoechst 33258 (solución 0,001mg/ml en 
PBS), marcador del núcleo celular. 
En todos los casos, las muestras obtenidas se montaron en un portaobjeto 
con líquido de montaje y se obtuvieron imágenes usando un microscopio confocal 
de barrido láser con una lente de inmersión de aceite 60x (AN 1,35), usando 
excitación dual (473 nm para YFP y 559 nm para Alexa 594 o LysoTracker o 473 
nm para YFP y 405 nm para Hoechst 33258). La emisión de fluorescencia se 
recogió entre 520-550 nm para YFP, 600-700 nm para Alexa 594 o LysoTracker y 
410-450 para Hoechst 33258. Las imágenes se obtuvieron mediante un escaneo 
secuencial de cada canal para eliminar el sangrado espectral de los cromóforos. La 
colocalización cuantitativa del R Mas-YFP con los marcadores de reciclado, 
lisosomas o núcleo celular se estimó mediante el coeficiente de correlación de 
Pearson y el coeficiente de superposición de acuerdo con Manders, que se 
calcularon utilizando el software Image-Pro Plus (MediaCybernetics Inc). Los 
controles negativos consistieron en células transfectadas con el plásmido vacío 
tratadas con solución de bloqueo en ausencia del anticuerpo primario.  
 
5.1.5-Determinación del contenido proteico del R Mas 
  
El contenido proteico del R Mas se evaluó por Western-blot en células 
transfectadas con la construcción que codifica para la quimera R Mas-YFP, 
incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7). Para ello, las células fueron 
transfectadas y 48 horas después fueron incubadas en ausencia o presencia de 
Ang-(1-7) 1 µM durante 30 o 60 min. Las células fueron lavadas con PBS y 
homogeneizadas con un buffer de lisis (HEPES 24 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, 
Tritón X-100 1% y cóctel de inhibidores de proteasas). Los homogeneizados 
fueron centrifugados a 20000 xg durante 30 min a 4ºC. Las proteínas presentes en 
el sobrenadante fueron cuantificadas por el método de Bradford y col. (1976), 
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diluidas en buffer de siembra Laemmli (SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 
10%, azul de bromofenol 0.004%, Tris HCl 0,125 M, pH 6,8) y calentadas a 70ºC 
durante 5 min. Cantidades iguales de proteínas fueron separadas por electroforesis 
utilizando geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS. Las proteínas 
fueron transferidas electroforéticamente a membranas de PVDF a 0° C durante 45 
min a 100 V utilizándose un buffer de trasferencia de la siguiente composición: 
Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%. Para reducir la unión inespecífica de 
los anticuerpos, las membranas fueron incubadas durante 1 h con buffer TBS-T 
(Tris-HCl 10 mM pH 7.6, NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%) conteniendo leche 
descremada al 10%. Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4ºC 
utilizándose un anticuerpo específico anti-R Mas obtenido de conejo, diluido 
1:500 en TBS-T/BSA 1%. Al día siguiente, las membranas fueron sometidas a 6 
lavados con TBS-T, de 10 min de duración cada uno, seguido de 1 h de 
incubación a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-IgG de 
conejo acoplada a la HRP, diluido 1: 5.000 en TBS-T/ leche descremada al 5%. 
Luego fueron realizados 6 lavados en TBS-T, durante 10 min cada vez, quedando 
las membranas listas para ser reveladas. 
Para remover los anticuerpos primario y secundario las membranas fueron 
incubadas con un buffer de strippeo (β-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, Tris-
HCl 62,5 mM, pH 6,8) durante 30 min a 50ºC. Posteriormente las membranas 
fueron lavadas 6 veces con TBS-T y bloqueadas con leche descremada al 10% en 
TBS-T. 
Para corroborar que el contenido proteico de las muestras sembradas en los 
geles fuera el mismo, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo anti-
GAPDH de conejo diluido 1:3.000 en TBS-T/BSA 1%, durante toda la noche a 
4ºC, previa remoción de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la 
membrana en cuestión. Al día siguiente, las membranas fueron incubadas con un 
anticuerpo secundario anti-IgG-HRP de conejo diluido 1:10.000 en TBS-T/ leche 
descremada 1%. 
En todos los casos, la interacción entre el anticuerpo anti-IgG-HRP y los 
anticuerpos específicos para la proteína de interés fue detectada mediante una 
reacción de quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL-plus y películas 
Amersham Hyperfilm. La intensidad de las bandas específicas fue cuantificada 
por densitometría óptica, utilizando el software Image J.  
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5.1.6-Determinación de la activación de las vías de Akt y ERK 1/2 desde los 
endosomas tempranos 
 
Para investigar si la vía de internalización del R Mas conlleva a la 
activación de señales de transducción desde los endosomas tempranos y la 
participación de la -arrestina, las células fueron transfectadas simultáneamente 
con las construcciones que contienen la secuencia que codifican para: a) R Mas-
YFP, b) R Mas-YFP + siRNA Cav-1 o siRNA control, c) R Mas-YFP + EPS (-) 
d) R Mas-YFP + DynK44 o e) R Mas-YFP + siRNA -arrestina2 o el plásmido 
vacío. 48 hs después, las células fueron incubadas en DMEM (pH 7,4) en ausencia 
o presencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 10 min y la fosforilación de ERK1/2 y 
Akt fue determinada por Western-blot según la metodología previamente 
descripta en la sección Determinación del contenido proteico del R Mas. Las 
membranas fueron incubadas con anticuerpos específicos anti p-ERK1/2-
fosfoThr202/Tyr 204 o anti p-AKT-fosfoSer473, obtenidos de conejo, diluidos 1:1.000 en 
TBS-T/BSA 1%. Al día siguiente, las membranas fueron sometidas a 6 lavados 
con TBS-T, de 10 min de duración cada uno, seguido de 1 h de incubación con un 
anticuerpo secundario anti-IgG-HRP de conejo diluido 1:10.000 en TBS-T/ leche 
descremada 1% a temperatura ambiente. Luego, se realizaron 6 lavados en TBS-T 
durante 10 min cada vez.  
Para comprobar que los cambios del contenido de Akt o ERK1/2 
fosforilada no fueran consecuencia de cambios en los niveles proteicos de Akt o 
ERK1/2, respectivamente, las membranas fueron incubadas con buffer de strippeo 
durante 30 min a 50ºC. Este procedimiento permite remover los anticuerpos 
primario y secundario. Posteriormente las membranas fueron lavadas 6 veces con 
TBS-T,  bloqueadas con leche descremada al 5% en TBS-T e incubadas con un 
anticuerpo de conejo anti-Akt o anti ERK1/2 diluido 1:1.000 en TBS-T/ BSA 1% 
durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, las membranas fueron incubadas 
con un anticuerpo anti-IgG-HRP de conejo (1:10.000, diluido en TBS-T/leche 
descremada 1%) y se procedió a detectar las bandas específicas por 
quimioluminiscencia.  
Para comprobar que el contenido proteico de las muestras sembradas en 
los geles fuera el mismo, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo anti-
GAPDH de conejo (1:3.000, diluido en TBS-T/ BSA 1%) durante toda la noche a 
4ºC, previa remoción de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la 
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membrana en cuestión. Al día siguiente, las membranas fueron incubadas con un 
anticuerpo secundario anti-IgG-HRP de conejo (1:10.000, diluido en TBS-T/ 
leche descremada 1%) y reveladas por quimioluminiscencia.  
    La actividad de la vía de Akt y de ERK1/2 fue expresada como la 
relación entre la proteína fosforilada y la proteína total y dicha relación fue 
estandarizada por el control de carga (GAPDH).  
 
5.1.7-Determinación del silenciamiento del gen de Cav-1 y -arrestina2  
 
La expresión de Cav-1 y -arrestina2, en condiciones basales y luego del 
silenciamiento del gen con siRNAs específicos para cada una de ellas, fue 
evaluada por Western-blot siguiendo el protocolo experimental descripto en la 
sección Determinación del contenido proteico del R Mas. Se utilizaron 
anticuerpos primarios anti-Cav-1 y anti-βarrestina2 obtenidos de ratón, diluidos 
1:300 en TBS-T/BSA 1%, y anticuerpos secundarios anti-IgG-HRP de ratón 
diluidos 1:2.000 en TBS-T/leche descremada 1%. Para corroborar la homegenidad 
en la siembra los anticuerpos primario y secundario fueron removidos y las 
membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-GAPDH de conejo 
(1:3.000, diluido en TBS-T/BSA 1%), utilizándose anti-IgG-HRP de conejo como 
anticuerpo secundario (1:10.000, diluido en TBS-T/leche descremada 1%). 
 
5.1.8-Análisis estadístico  
 
Todos los resultados fueron presentados como media ± error estándar de la 
media (ESM). La homogenidad de varianzas y la normalidad de los datos fueron 
evaluadas mediante el test de Bartlett y el test de Shapiro-Wilk, respectivamente. 
Los datos que cumplieron la homogenidad de varianzas y el test de normalidad 
fueron analizados mediante análisis de la varianza (ANOVA) de una vía 
utilizando como test a posteriori el de Bonferroni. Los datos que no cumplieron 
estos requisitos para aplicar ANOVA fueron analizados mediante el test no 
paramétrico Kruskal-Wallis seguido por el test de comparación múltiple de Dunn. 
Se utilizó el software Prism 6 GraphPad para el análisis de los datos. Un nivel de 
significancia (p) ≤ 0,05 fue considerado significativo. 
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5.2- Estudio del mecanismo de internalización y tráfico del R Mas 




Todos los experimentos enunciados a continuación fueron llevados a cabo 
en cultivos primarios de neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR 
recién nacidas (1-3 días). Los progenitores de ambas cepas fueron adquiridos en el 
¨Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari¨ y mantenidos en 
condiciones controladas de luz (12 hs luz/oscuridad) y temperatura (22  2C) con 
libre acceso al alimento (dieta standard ¨Nutrimentos Purina¨) y al agua potable de 
bebida en el bioterio de a Cátedra de Fisiología de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica, Universidad de Buenos Aires. A estos animales se les controló la 
presión arterial de manera periódica por el método indirecto del manguito en la 
cola, conocido como método de ¨tail-cuff¨ (Widdop y col., 1997). Los animales de 
igual cepa fueron reproducidos por endocría y los neonatos fueron utilizados para 
la obtención de los cultivos primarios. 
Los protocolos realizados fueron ajustados a la Guía para el Cuidado y 
Uso de Animales de Laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud de 
los Estados Unidos (NIH Publication No. 85-23, revisada en 1996). El protocolo 
de investigación con animales fue aprobado por el Comité Institucional para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires, Argentina (Resolución n° 3304). 
 
5.2.2-Obtención de los cultivos primarios neuronales 
 
Los cultivos neuronales fueron obtenidos usando el método descripto por 
López Verrilli y col. (2009), ligeramente modificado. Las ratas WKY y SHR de 1 
a 3 días de edad fueron sacrificadas por decapitación y el cerebro fue extraído en 
condiciones asépticas, el que fue mantenido en DMEM estéril en hielo. El tronco 
encefálico fue aislado bajo flujo laminar. Después de extraer cuidadosamente las 
meninges, el tejido fue disociado en una solución de papaína 18 unidades/ml en 
DMEM a 37ºC durante 30 min. La reacción enzimática fue detenida por dilución 
con DMEM suplementado con SFB 10% (pH 7,4). La muestra fue centrifugada 
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durante 5 min a 600 xg, y el sedimento fue resuspendido en DMEM conteniendo 
DNAsa I (0,01 mg/ml). Se dejó decantar el tejido no disociado, y el sobrenadante, 
que contenía a las células, fue centrifugado a 800 xg durante 5 min. El 
sobrenadante fue descartado y las células fueron resuspendidas en el medio de 
crecimiento de la siguiente composición: DMEM F12 suplementado con B-27, 
GlutaMAX ™ -I y una mezcla comercial de antibióticos-antimicóticos (10.000 
unidades/ml de penicilina, 10.000 μg/ml de estreptomicina y anfotericina B 25 
μg/ml). Esta formulación combina las altas concentraciones de glucosa, 
aminoácidos y vitaminas de DMEM con la amplia variedad de componentes de F-
12. DMEM/F-12 no contiene proteínas, lípidos o factores de crecimiento. El B-27 
es un suplemento, sin suero, optimizado para fomentar el crecimiento y la 
viabilidad de neuronas embrionarias, posnatales y adultas. GlutaMAX ™-I (L-
alanil-L-glutamina) es un sustituto dipeptídico de la L-glutamina resistente a la 
degradación, lo que previene el consecuente acúmulo de amonio. Las células del 
tronco encefálico fueron contadas en una cámara de Neubauer y sembradas en 
placas de cultivo pre-tratadas con poli-L-lisina 0,02%, y mantenidas a 37ºC en 
una atmósfera humidificada conteniendo 5% de CO2. Después de 24 hs, el medio 
fue reemplazado con medio de crecimiento fresco que contenía citosina arabinosa 
10 µM, durante 48 hs, para evitar la proliferación de células no neuronales. 
Trascurridas las 48hs, el medio conteniendo la citosina arabinosa fue removido y 
reemplazado por medio de crecimiento fresco. Los cultivos neuronales fueron 
mantenidos por 7 días adicionales con el medio de crecimiento a 37ºC en una 
atmósfera humidificada conteniendo 5% de CO2. 
 
5.2.3-Caracterización de los cultivos primarios neuronales  
 
Los cultivos neuronales obtenidos fueron caracterizados mediante 
inmunocitoquímica utilizándose un anticuerpo específico para neurofilamentos, 
marcador de neuronas. De esta manera se evaluó la pureza de los cultivos 
primarios neuronales.  
Las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% en PBS durante 15 
min en hielo y posteriormente lavadas 3 veces con PBS-T. Para evitar uniones 
inespecíficas, las células fueron incubadas con PBS-T conteniendo BSA 5% 
durante 1 h a temperatura ambiente. Las células fueron incubadas con el 
anticuerpo anti-neurofilamentos de ratón (1:500, diluido en solución PBS-T/BSA 
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1%) durante toda la noche a 4°C, en una cámara húmeda. Las células fueron 
lavadas 3 veces con PBS-T durante 5 min y posteriormente incubadas a 
temperatura ambiente durante 4 hs en buffer PBS-T en la oscuridad con un 
anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con Alexafluor 594 y Hoechst 
33258 (solución 0,001mg/ml en PBS) para visualizar los núcleos celulares. Luego 
se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS y las células fueron montadas en un 
portaobjetos con líquido de montaje. Para determinar la unión inespecífica, el 
mismo experimento fue realizado en ausencia de anticuerpos primarios. Los 
preparados fueron observados en un microscopio confocal de barrido láser con 
una lente de inmersión de aceite 60x (AN 1,35), utilizándose una excitación dual 
(559 nm para Alexa 594 y 405 nm para Hoechst 33258). La emisión de 
fluorescencia fue detectada entre 600-700 nm para Alexa 594 y 420-450 nm para 
Hoechst 33258. Las imágenes fueron obtenidas mediante un escaneo secuencial 
de cada canal para eliminar el sangrado espectral de los cromóforos. El porcentaje 
de células inmunopositivas para neurofilamentos respecto de las células totales 
(marcadas con Hoechst 33258) fue determinado. 
 
5.2.4-Determinación del contenido proteico del R Mas en las neuronas  
 
La presencia del R Mas fue evaluada en las neuronas por 
inmunofluorescencia siguiendo el protocolo experimental descripto en la sección 
Determinación del tráfico del R Mas mediante ensayos de colocalización, 
utilizándose los anticuerpos primarios anti-R Mas (1:200, diluido en solución 
PBS-T/BSA 1%), obtenido de conejo, y anti-neurofilamentos (1:300, diluido en 
solución PBS-T/BSA 1%), obtenido de ratón. Los anticuerpos anti-IgG de ratón 
Alexa 594 y anti-IgG de conejo Alexa 488 fueron utilizados como anticuerpos 
secundarios. La intensidad de fluorescencia correspondiente al R Mas fue 
cuantificada utilizando el software ImageProPlus (Media Cybernetics, EE. UU.).  
El contenido proteico del R Mas en las neuronas fue determinado mediante 
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5.2.5-Ensayo de unión ligando-R en las neuronas 
 
El ensayo de unión ligando-R fue realizado utilizándose Ang-(1-7) 
fusionada a un fluoróforo, la rodamina (Ang-(1-7)-rodamina), tal como fue 
descripto previamente (Becker y col., 2007) con algunas modificaciones. Las 
células fueron incubadas en solución de bloqueo (PBS/BSA 5% conteniendo un 
cóctel de inhibidores de proteasas, pH 7,4) durante 15 min a 4ºC, lavadas dos 
veces con PBS e incubadas con Ang-(1-7)-rodamina (6 nM) en el buffer de 
ensayo (PBS/BSA 1% conteniendo un cóctel de inhibidores de proteasas, pH 7,4) 
durante 15 min a 4ºC. La unión inespecífica fue evaluada en presencia de Ang-(1-
7) 10 μM. Las células fueron fijadas en paraformaldehído 4% a 0ºC y montadas 
en un portaobjetos. Las imágenes fueron obtenidas utilizándose un microscopio 
confocal de barrido láser espectral utilizando una lente de inmersión 60x (AN 
1,35). Las muestras fueron excitadas a 559 nm y la emisión de fluorescencia fue 
colectada a 650-750 nm. La intensidad de fluorescencia fue cuantificada 
utilizándose el software ImageProPlus (Media Cybernetics, EE.UU). 
 
5.2.6-Determinación de la liberación de derivados del ácido araquidónico 
  
La liberación de derivados de AA fue determinada como se describió 
previamente (Santos y col., 2003; Cerrato y col., 2016,). Las neuronas fueron 
incubadas con ([3H]AA (0,2 Ci/well) durante 16 hs. De esta manera el [3H]AA fue 
incorporado a la membrana celular. Luego las células fueron lavadas con DMEM/F-
12 conteniendo BSA 2% e incubadas en presencia o ausencia de Ang-(1-7) 1 μM 
(diluida en DMEM/F-12 (pH 7,4)) durante 15 o 30 min a 37ºC. El medio que 
bañaba a las células fue aislado y centrifugado a 13000 xg durante 30 min. La 
radiactividad presente en el sobrenadante fue cuantificada con un contador de 
centelleo líquido. Las células fueron solubilizadas con NaOH 1 M durante 45 min y 
la radiactividad de esta suspensión celular fue cuantificada con un contador de 
centelleo líquido. La fracción de [3H]AA liberado al medio fue expresada como la 
relación entre la radiactividad del medio celular, correspondiente al [3H]AA 
liberado, y la radiactividad total (radiactividad de la suspensión celular + 
radiactividad del medio celular).  
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5.2.7-Determinación de la generación de óxido nítrico 
  
La generación de NO fue determinada utilizándose la sonda DAF-FM de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las neuronas fueron incubadas en 
DMEM/F-12 (pH 7,4) con DAF-FM 5 μM durante 45 min a 37°C en oscuridad. 
El DAF-FM diacetato ingresa a la célula y se desesterifica dando una especie que 
queda retenida en el interior celular (figura 1). Luego, las células fueron lavadas 
con PBS para remover la sonda e incubadas durante 30 min con medio fresco, de 
manera de permitir la completa desesterificación intracelular de los diacetatos por 
esterasas intracelulares. En presencia del NO, el DAF-FM genera un derivado 




Figura 1: Mecanismo de acción del DAF-FM, una sonda sensible al NO. Imagen obtenida de 
Molecular probes.  
 
Las células fueron incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 μM 
durante 15 o 30 min y posteriormente fijadas con paraformaldehído 4% a 0 ºC, 
incubadas con Hoechst 33258 (0,001 mg/ml en PBS) para evidenciar los núcleos 
celulares, y montadas sobre un portaobjetos con líquido de montaje. Las imágenes 
fueron obtenidas con un microscopio confocal utilizándose un objetivo de 
inmersión en aceite 60x (AN 1,35). Las muestras fueron sometidas a excitación 
dual (473 nm para DAF-FM y 405 nm para Hoechst 33258) y la emisión de 
fluorescencia fue colectada entre 520-550 nm para DAF-FM y 410-450 para 
Hoechst 33258. Las imágenes fueron obtenidas mediante un escaneo secuencial 
de cada canal para eliminar el sangrado espectral de los cromóforos. La intensidad 
de fluorescencia correspondiente al DAF-FM fue cuantificada utilizándose el 
software ImageJ.  
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5.2.8-Determinación de la activación de las vías de Akt y ERK1/2 
 
Las células neuronales fueron incubadas con DMEM/F-12 (pH 7,4) en 
presencia o ausencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 15 o 30 min a 37°C. Finalizada la 
incubación, las células fueron lavadas con PBS y homogeneizadas con buffer de 
lisis RIPA (Tris-HCl 20 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, desoxicolato de 
sodio al 1%, NP-40 al 1%, glicerofosfato 1 mM, pirofosfato tetrasódico 2 mM, 
aprotinina 10 μg/ml, leupeptina 2 μg/ml) conteniendo el cóctel de inhibidores de 
fosfatasas. La activación de las vías de Akt y ERK1/2 fue evaluada por Western-
blot tal como se describió en la sección Determinación de la activación de la vías 
de Akt y ERK 1/2 desde los endosomas tempranos.  
 
5.2.9-Cuantificación de los niveles de Ang-(1-7) y Ang II intraneuronales 
 
Los niveles de Ang-(1-7) y de Ang II intraneuronales fueron cuantificados 
mediante radioinmunoensayo (RIA, sigla en inglés de radioimmuno assay). Para 
la realización de esta técnica se utilizó [125I]Ang-(1-7) o [125I]Ang II para la 
cuantificación de Ang-(1-7) y Ang II, respectivamente, las cuales fueron marcadas 
en nuestro laboratorio mediante el método de la lactoperoxidasa como 
describimos previamente (Gironacci y col., 1999). Para ello, 2 μg de Ang-(1-7) o 
Ang II fueron incubadas con 20 µl de buffer fosfato 0,2 M (pH 7,4) en presencia 
de Na125I (0,15 mCi), 10 µg de lactoperoxidasa y 8 µl de peróxido de hidrógeno 
(1:15.000) durante 5 min. La reacción fue finalizada por el agregado de 
acetonitrilo 5% en ácido trifluoracético 0,1%. Los péptidos marcados fueron 
purificados por cromatografía líquida de alta performance en fase reversa con un 
gradiente de acetonitrilo 5-35% en ácido trifluoracético 0,1% durante 50 min y un 
flujo de 0,8 ml/min.  
Las neuronas fueron homogeneizadas en buffer RIPA (Tris-HCl 20 mM 
(pH 7,4), EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, desoxicolato de sodio al 1%, NP-40 al 
1%, glicerofosfato 1 mM, pirofosfato tetrasódico 2 mM, aprotinina 10 μg/ml, 
leupeptina 2 μg/ml e inhibidor de renina 0,02 mg/ml). Los homogeneizados 
fueron centrifugados a 20000 xg durante 30 min a 4ºC y el sobrenadante fue 
liofilizado en un vaporizador centrífugo con vacío Savant. Las muestras fueron 
resuspendidas en un buffer de la siguiente composición: Tris Base 0,11 M, EDTA 
13 mM, azida sódica 0,05%, NaCl 0,5%, PMSF 0,01 mM, BSA 0,1%, pH 7,4, e 
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incubadas con el correspondiente péptido marcado y el anticuerpo anti-Ang-(1-7) 
o anti-AngII (1:1.000). Para poder estimar la concentración de cada uno de los 
péptidos, concentraciones crecientes conocidas de cada uno de los péptidos fueron 
incubadas con el péptido marcado y el correspondiente anticuerpo. Las 
incubaciones fueron realizadas durante toda la noche con agitación leve a 4ºC. 
Así, el ligando frío desplaza al ligando marcado de los inmunocomplejos 
formados con el anticuerpo, siendo la cantidad del ligando marcado desplazado 
proporcional al ligando frío presente en la muestra. Al día siguiente, los 
inmunocomplejos fueron precipitados por incubación con suero de cabra anti-IgG 
de conejo y polietilenglicol 6,3% durante 1 h a 25ºC y posteriormente 
centrifugados a 800 xg durante 30 min a 4 ºC. El sobrenadante fue descartado y la 
radiactividad de los inmunocomplejos presentes en el sedimento fue cuantificada 
con un contador de centelleo sólido. La unión inespecífica se obtuvo incubando el 
ligando marcado en ausencia del anticuerpo específico. La unión total se obtuvo 
incubando el ligando marcado con el anticuerpo específico en ausencia del 
ligando frío. El valor de radiactividad obtenido fue corregido restando la 
radiactividad de la unión inespecífica. La fracción unida se obtuvo mediante la 
relación de la unión para cada condición sobre la unión total.   
 
5.2.10-Determinación de la internalización del R Mas en las neuronas 
  
Para estudiar si el R Mas es internalizado luego del estímulo con Ang-(1-
7), las células neuronales fueron incubadas en presencia o ausencia de Ang-(1-7) 
1 µM durante diferentes tiempos y se evaluó:  
 
-Distribución de la fluorescencia del R Mas 
 
Las neuronas fueron lavadas con PBS y fijadas con paraformaldehído 4% 
durante 15 min a 0°C. Las células fijadas, permeabilizadas con PBS-T y 
bloqueadas con PBS-T/BSA 3%, fueron incubadas toda la noche con un 
anticuerpo primario anti-R Mas de conejo (1:150, diluido en PBS-T/BSA 1%). Al 
día siguiente, luego de remover el anticuerpo primario, las células fueron 
incubadas con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a Alexa 488 
(1:500, diluido en PBS-T/BSA 1%). Las células fueron montadas sobre un 
portaobjetos con líquido de montaje y las imágenes fueron obtenidas en un 
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microscopio confocal con una lente de inmersión de aceite 60x (AN 1,35). Las 
muestras fueron excitadas con un láser de 473 nm y la emisión de fluorescencia 
fue colectada entre 520-550 nm. El control negativo consistió en células 
sometidas al mismo tratamiento en ausencia del anticuerpo primario. 
 
-Variaciones en el contenido intraneuronal de Ang-(1-7) 
 
 Las células fueron incubadas en DMEM/F-12 (pH 7,4) en ausencia o 
presencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 15 o 30 min. En estas condiciones, de ser el 
R Mas internalizado con su ligando, se observará un aumento en el contenido de 
Ang-(1-7) intraneuronal luego del estímulo. Las células neuronales, previamente 
incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) durante, fueron sometidas a 3 
lavados de 3 min con PBS en frío para remover el ligando no unido al R y 
posteriormente a un lavado de 5 min en solución ácida (ácido acético 0,2 M/NaCl 
150 mM, pH 3,5) para remover el ligando unido a los Rs remanentes en la 
membrana plasmática. Las células fueron levantadas, posteriormente 
centrifugadas durante 15 min a 13.000xg a 4°C y lisadas en buffer RIPA. Los 
niveles de Ang-(1-7), en condiciones basales y luego del estímulo, fueron 
cuantificados por RIA como se describió en la sección Cuantificación de los 
niveles de Ang-(1-7) y de Ang II intraneuronales. 
 
5.2.11-Determinación del mecanismo de internalización y tráfico del R Mas  
 
     El mecanismo de internalización y tráfico del R Mas fue evaluado 
mediante ensayos de colocalización entre el R Mas y marcadores de 
internalización y tráfico intracelular de Rs por inmunofluorescencia en células 
previamente incubadas en DMEM/F-12 (pH 7,4) en ausencia o presencia de Ang-
(1-7) 1 μM durante 15 o 30 min. El ensayo de colocalización fue realizado como 
se describió en la sección Determinación del tráfico del R Mas mediante ensayos 
de colocalización. Los anticuerpos anti-EEA1 (marcador de endosomas 
tempranos), anti-Rab4 (marcador de vesículas de reciclado rápido), anti-Rab11 
(marcador de vesículas de reciclado lento), y anti-Cav-1 (marcador de caveolas), 
fueron utilizados como anticuerpos primarios marcadores de internalización y 
tráfico de Rs, todos ellos obtenidos de ratón y diluidos 1:150 en PBS-T/BSA 1%. 
Estos anticuerpos fueron incubados junto con el anticuerpo de conejo anti-R Mas 
   
83 
(1:150, diluido en PBS-T/BSA 1%). Los anticuerpos anti-IgG de ratón AlexaFluor 
594 y anti-IgG de conejo AlexaFluor 488, diluidos 1:200 en PBS-T/ BSA 1%, 
fueron utilizados como anticuerpos secundarios. Los lisosomas fueron marcados 
con la sonda LysoTracker red como se describió en la sección Determinación del 
tráfico del R Mas mediante ensayos de colocalización. La inmunotinción 
inespecífica fue determinada en muestras incubadas en ausencia del anticuerpo 
primario o con el anticuerpo primario previamente absorbido con Ang-(1-7) 10 
μM. 
Para evaluar si el R Mas es internalizado unido a la Ang-(1-7) se evaluó la 
colocalización del R Mas con Ang-(1-7) (marcada con el fluoróforo rodamina) 
mediante inmunofluorescencia. Para ello, las células fueron incubadas con Ang-
(1-7)-rodamina (6 nM) durante 15 min a 4ºC en el buffer de ensayo (PBS/BSA 
1% conteniendo un cóctel de inhibidores de proteasas, pH 7,4) de manera análoga 
a lo descripto en la sección Ensayo de unión ligando-R en las neuronas. 
En todos los casos, las células fueron montadas sobre un portaobjetos con 
líquido de montaje y las imágenes fueron obtenidas utilizando un microscopio 
confocal de barrido láser espectral con una lente de inmersión de aceite 60x (AN 
1,35), usando excitación dual (473 nm para Alexa 488 y 559 nm para Alexa 594 o 
LysoTracker o Ang-(1-7)-rodamina). La emisión de fluorescencia fue colectada 
entre 520-550 nm para Alexa 488, 600-700 nm para Alexa 594 o LysoTracker o 
Ang-(1-7)-rodamina. Las imágenes fueron obtenidas mediante un escaneo 
secuencial de cada canal para eliminar el sangrado espectral de los cromóforos. La 
cuantificación de la colocalización fue estimada mediante el coeficiente de 
correlación de Pearson (Costes y col., 2004; Zinchuk y col., 2007) utilizándose el 
software ImageJ. La fracción del R Mas en diferentes compartimentos celulares 
fue cuantificada utilizándose el software CellProfiler 
(http://www.cellprofiler.org/). 
 
5.2.12-Determinación del contenido proteico nuclear del R Mas y tráfico del R 
al núcleo celular 
 
-Localización del R Mas en el núcleo 
 
    La localización del R Mas en el núcleo fue evaluada por colocalización 
del R Mas con Hoechst 33258 (solución 0,001mg/ml en PBS) por 
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inmunofluorescencia según la metodología descripta en la sección Determinación 
del tráfico del R Mas mediante ensayos de colocalización en neuronas de ratas 
WKY y SHR incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 μM (diluida en 
DMEM-F12 pH 7,4) durante 15 o 30 min.  Para evaluar si el R Mas se localiza en 
la membrana nuclear, la colocalización entre el R Mas y un componente de la 
envoltura nuclear, la nucleoporina p62 (Nup62), fue evaluada por 
inmunofluorescencia utilizándose el anticuerpo primario anti-Nup62 de ratón 
(1:100, diluido en PBS-T/BSA 3%) y anti-IgG de ratón AlexaFluor 564 (1:200, 
diluido en PBS-T/BSA 1%) como anticuerpo secundario en neuronas de ratas 
SHR incubadas durante 30 min con Ang-(1-7) 1 μM (diluida en DMEM-F12 pH 
7,4). 
 
-Contenido proteico del R Mas en el núcleo  
 
  Las células fueron incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 μM 
(diluida en DMEM-F12 pH 7,4) durante 30 min, y posteriormente la fracción 
nuclear fue extraída según la metodología descripta por Nothwang y col., 2009. 
Las células fueron incubadas durante 5 min en hielo en un buffer hipotónico, que 
facilita la ruptura celular, de la siguiente composición: HEPES 10 mM, NaCl 10 
mM, KH2PO4 1 mM, NaHCO3 5 mM, EDTA 5 mM, CaCl2 1 mM, MgCl2 0,5 
mM y un cóctel de inhibidores de proteasas. Posteriormente las células fueron 
homogeneizadas en el mismo buffer en un homogeneizador motorizado a 250 
rpm. Luego la condición isotónica fue restaurada mediante el agregado de 
sacarosa 2,5 M. Los homogeneizados fueron centrifugados a 6300 xg durante 5 
min a 4ºC y el sedimento obtenido fue lavado en un buffer isotónico (buffer 
hipotónico conteniendo sacarosa 0,25 M) obteniéndose así la fracción nuclear. 
Esta fracción nuclear fue lavada con buffer conteniendo Tris 10 mM, sacarosa 
300 mM, EDTA 1 mM, IGEPAL 0,1% y un cóctel de inhibidores de proteasas, 
pH 7,5 y posteriormente homogeneizada en un homogeneizador motorizado a 250 
rpm. El homogeneizado nuclear fue centrifugado a 4000 xg durante 5 min a 4 °C, 
descartándose el sobrendante. De esta manera se obtuvo una fracción enriquecida 
en núcleos. Los núcleos fueron luego lisados en buffer de lisis (HEPES 24 mM 
pH 7,4, EDTA 1 mM, Tritón X-100 1% y un cóctel de inhibidores de proteasas) 
utilizándose una jeringa de tuberculina y las proteínas fueron cuantificadas por el 
método descripto por Bradford y col. en 1976.  La pureza de las fracciones 
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nucleares fue verificada por Western-blot utilizándose un anticuerpo anti-Nup62 
(1:500) como marcador del núcleo y un anticuerpo anti-GAPDH (1:3.000) como 
marcador de la proteína citoplasmática. Se verificó que las fracciones nucleares 
así obtenidas constituyen fracciones altamente enriquecidas en núcleos. 
Una vez obtenidas las fracciones nucleares, el contenido proteico del R 
Mas fue evaluado por Western-blot según la metodología descripta en la sección 
Determinación del contenido proteico del R Mas en los núcleos aislados de 
células previamente incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) durante 15 o 
30 min. Se utilizó como control de carga Nup62 utilizándose como anticuerpo 
primario anti-Nup62 (1:500, diluido TBS/BSA 1%). 
 
-Niveles intranucleares de Ang-(1-7) 
 
Las neuronas fueron incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 
µM (diluida en DMEM-F12 pH 7,4) durante 30 min. En estas condiciones el R es 
internalizado con el ligando unido a él. De haber translocación del R Mas al 
núcleo se observaría un aumento en los niveles de Ang-(1-7) intranucleares que 
resultaría de haber sido endocitado el ligando unido al R y posteriormente 
translocado al núcleo. Luego de incubar las células con el ligando, estas fueron 
levantadas en PBS y las fracciones nucleares fueron obtenidas como se describió 
en la sección Determinación del contenido proteico del R Mas en el núcleo. Los 
niveles intranucleares de Ang-(1-7) en condiciones basales y luego del estímulo 
fueron cuantificados por RIA según la metodología descripta en la sección 
Cuantificación de los niveles intraneuronales de Ang-(1-7) y de Ang II.  
 
5.2.13-Interacción del R Mas con el R AT1 y el R B2 
 
La interacción del R Mas con el R AT1 o el R B2 fue determinada 
mediante el ensayo de ligación por proximidad (PLA, sigla en inglés de proximity 
ligation assay) utilizándose el kit comercial Duolink In Situ Orange Starter Kit 
Mouse/Rabbit siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células fueron 
incubadas en DMEM/F-12 (pH 7,4) en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM 
durante 15 o 30 min, posteriormente lavadas en PBS y fijadas con 
paraformaldehído 4% durante 15 min en hielo. Luego las células fueron 
permeabilizadas durante 1 h con PBS-T e incubadas con el buffer de bloqueo 
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(solución de bloqueo 1X DuoLink) durante 1 h. Los anticuerpos anti-R Mas + 
anti-R B2 o anti-R Mas + anti-R AT1 fueron diluidos 1:100 en solución de 
dilución DuoLink e incubados con las células durante toda la noche a 4ºC. Los 
controles fueron sometidos al mismo protocolo pero sin la adición de los 
anticuerpos primarios. Al día siguiente, los anticuerpos primarios fueron 
removidos y se efectuaron 3 lavados de 5 min con solución de lavado DuoLink. 
Luego, las células fueron incubadas con los anticuerpos secundarios (mix PLA 
probes DuoLink) por 60 min a 37°C en cámara húmeda. Los anticuerpos 
secundarios son anticuerpos anti-IgG de ratón y anti-IgG de conejo conjugados a 
oligonucleótidos complementarios entre sí. La figura 2 esquematiza la unión de 
los anticuerpos primarios y secundarios a los blancos de ambos anticuerpos. Al 
existir interacción entre las proteínas blancos, los anticuerpos secundarios se 




Figura 2: Ensayo de PLA. Unión de los dos anticuerpos primarios y de los dos anticuerpos 
secundarios conjugados con oligonucleótidos a proteínas blanco próximas entre sí. Imagen 
obtenida de las intruccciones del kit ¨Duolink In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit¨. 
 
Una vez finalizada la incubación con los anticuerpos secundarios, se 
realizaron 3 lavados de 5 min con solución de lavado y se procedió a incubar las 
células con la solución de ligación, conteniendo una ligasa y sus sustratos 
(solución de ligación DuoLink), durante 30 min a 37°C en cámara húmeda. De 
estar los anticuerpos lo suficientemente cerca, esta reacción permite la unión entre 
los anticuerpos secundarios debido a la complementareidad de los 
oligonucleótidos conjugados de estos anticuerpos. Posteriormente, la solución de 
ligación fue retirada, se realizaron 3 lavados de 5 min con solución de lavado y se 
procedió a incubar las células con solución de amplificación (solución de 
amplificación DuoLink) por 100 min a 37°C en cámara húmeda. Esta solución 
contiene una polimerasa y oligonucleótidos fluorescentes. En la figura 3 se 
esquematiza la unión de los anticuerpos secundarios entre sí, por 
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complementariedad de los oligonucléotidos a los que están acoplados, seguido de 
la fase de amplificación en la que la polimerasa incorpora nucleótidos 




Figura 3: Ligación y amplificación en el ensayo de PLA. Ligación de oligonucléotidos 
conjugados a los anticuerpos secundarios evidenciando la proximidad de ambos anticuerpos por 
incorporación de nucleótidos fluorescentes. Imagen obtenida de las intruccciones del kit ¨Duolink 
In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit¨. 
 
Finalmente, la solución de amplificación fue retirada y se realizaron 2 
lavados de 10 min con solución de lavado A (solución de lavado A DuoLink), y 
una última con solución de lavado B (solución de lavado B DuoLink) por 2 min. 
Las células fueron luego montadas en un portaobjeto con líquido de montaje y las 
imágenes fueron obtenidas en un microscopio confocal de barrido láser con una 
lente de inmersión 60x (AN 1,35). Los puntos rojos detectados evidencian una 





Todos los valores fueron expresados como media ± ESM. El test no 
paramétrico de Mann-Whitney fue aplicado cuando se compararon las 
condiciones basales de neuronas de ratas WKY y SHR y el test no paramétrico de 
Kruskal-Wallis seguido del test de comparación múltiple de Dunn para los 
diferentes tiempos de estimulación con Ang-(1-7) para una única cepa. Para el 
análisis de los datos se utilizó el software Prism 6 GraphPad. Los resultados 
fueron considerados significativos con un p ≤0,05.  
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Resultados           
 
6.1-Estudio del mecanismo de internalización, señalización y 
tráfico del R Mas 
 
6.1.1-El R Mas es internalizado a través de una vía dependiente de clatrina y de 
caveolas en las células HEK293T 
 
En un estudio previo realizado en células HEK293T que expresaban la 
quimera R Mas-YFP, hemos demostrado que el R Mas es internalizado luego de 
ser estimulado con la Ang-(1-7) (Gironacci y col., 2011). A través de 
inmunofluorescencia observamos que luego del estímulo con Ang-(1-7) el R Mas 
colocaliza con AP-2, un marcador de la endocitosis por cubiertas de clatrina, con 
Cav-1, marcador de caveolas, y con Rab5, marcador de endosomas tempranos, 
sugiriendo que el R Mas es internalizado a través de cubiertas de clatrina y por 
caveolas, siendo direccionado a los endosomas tempranos (Gironacci y col., 
2011). En el presente trabajo se evaluó la vía de internalización del R Mas en 
estas células, pero a través de un método experimental más específico: evaluando 
el porcentaje de R presentes en la membrana después de la estimulación con el 
ligando mediante ensayos de unión ligando-R. Se transfectaron las células con la 
construcción que codifica para la quimera R Mas-YFP y EPS (-) (R Mas + EPS (-
)) o siRNA Cav-1 (R Mas + siRNA Cav-1) y después de 48 hs se estimularon con 
Ang-(1-7) 1 μM durante 15 min. El EPS (-) es una dominante negativa de la 
Eps15. La Eps15 está constitutivamente asociada con el complejo AP-2, que 
participa en el reclutamiento de Rs endocitados en vesículas con cubierta de 
clatrina (Benmerah y col., 1996; Benmerah y col., 1998). Por lo tanto, en 
presencia de EPS (-), la internalización dependiente de clatrina estará reducida. 
Como se muestra en la figura 1, la internalización del R Mas disminuyó cuando se 
bloqueó la vía de internalización dependiente de clatrina con EPS (-). Asimismo, 
la internalización del R Mas se vío disminuida por el silenciamiento de Cav-1 
(figura 1). Cuando ambas vías se bloquearon al mismo tiempo (R Mas + siRNA 
Cav-1 + EPS (-)) el R Mas no fue internalizado luego de la estimulación por el 
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agonista (figura 1), lo que demuestra que el R Mas fue internalizado a través de la 




Figura 1: El R Mas se internaliza a través de vesículas con cubierta de clatrina y de caveolas. 
Las células HEK293T transfectadas con el R Mas solo o en combinación con la dominante 
negativa para Eps15 (EPS (-)) o el siRNA para Cav-1 (siRNA Cav-1) o el siRNA Cav-1 más EPS 
(-) o dinamina de tipo salvaje (DynWT) o la dominante negativa de la dinamina (DynK44) fueron 
estimuladas con Ang-(1-7) 1 μM durante 15 min. La fracción del R Mas internalizada se 
determinó mediante ensayos de unión ligando-R como se describió en metodología experimental. 
Los resultados se expresaron como media ± ESM de triplicados de cuatro experimentos. * p<0,05 
en comparación con R Mas solo. 
 
Tal como se observa en la siguiente figura (figura 2), el silenciamiento de 












Figura 2: El siRNA Cav-1 es efectivo en el silenciamiento de la Cav-1. Las células HEK293T 
fueron transfectadas con el plásmido vacío o el siRNA Cav-1 y se evaluó el contenido proteico de 
Cav-1 mediante Western-blot como se describió en metodología experimental. Se utilizó GAPDH 
como control de carga.  
 
Para investigar el papel de la dinamina en la internalización del R Mas, las 
células HEK293T se transfectaron con el R Mas junto con plásmidos que 
codificaban para una variante salvaje de la dinamina, la DynWT (R Mas + 
DynWT), o para una variante truncada, la DynK44 (R Mas + DynK44). Luego, se 
determinó la internalización del R Mas tras la estimulación con el agonista. La 
sobreexpresión proteica de la dinamina de tipo salvaje indujo un aumento en la 
internalización del R Mas después de un estímulo de 15 min con Ang- (1-7) 1 μM. 
Por el contrario, la DynK44 bloqueó completamente la internalización del R Mas 
en respuesta al estímulo con Ang-(1-7) (figura 1). Estos datos demuestran que la 
endocitosis del R Mas es dinamina-dependiente. 
En conjunto, estos resultados demuestran que el R Mas es internalizado a 
través de vesículas con cubierta de clatrina y de caveolas de manera dinamina-
dependiente. 
 
6.1.2-Una vez internalizado, el R Mas es reciclado a la membrana plasmática 
 
Una vez internalizado, el R puede ser dirigido a los lisosomas para su 
degradación completa o ser reciclado a la membrana plasmática (Hanyaloglu y 
von Zastrow 2008). Con el fin de investigar el tráfico del R Mas una vez 
internalizado, las células HEK293T transfectadas con la contrucción que codifica 
para la quimera R Mas-YFP fueron estimuladas con Ang-(1-7) durante 15 min. En 
estas condiciones, cerca del 50% de los Rs son internalizados (Gironacci y col. 
2011). Luego, las células se incubaron en medio fresco durante diferentes tiempos 
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y el porcentaje del R Mas presente en la membrana plasmática se evaluó mediante 
ensayos de unión ligando-R tal como se describió en metodología experimental. 
Esta fracción de Rs corresponde a los Rs reciclados a la membrana plasmática. 
Tal como se observa en la figura 3, el R Mas fue reciclado a la membrana 
plasmática. Para descartar que el porcentaje de R Mas determinados no resulta de 
la síntesis de novo del mismo, se repitió el experimento en presencia de 
cicloheximida 10 μM, un inhibidor de la síntesis de proteínas, obteniéndose el 
mismo resultado lo que indica que los Rs cuantificados en la membrana 




Figura 3: El R Mas es reciclado a la membrana plasmática después de la estimulación con el 
agonista.  Las células HEK293T transfectadas con la construcción que codifica para la quimera R 
Mas-YFP se incubaron con Ang-(1-7) 1 μM durante 15 min en ausencia (línea continua) o 
presencia de cicloheximida (línea punteada). El medio se descartó y las células se incubaron 
durante diferentes tiempos con medio fresco, evaluándose el porcentaje de R Mas en cada una de 
esas condiciones por ensayos de unión ligando-R tal como se describió en metodología 
experimental. Cada punto corresponde a la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. 
 
El tráfico en el compartimento endosómico está controlado por pequeñas 
proteínas de unión a GTP de la familia Rab (Drake y Shenoy, 2006). Rab4 regula 
el reciclado rápido de vesículas que contienen RAPGs a la superficie celular, 
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mientras que Rab11 regula el reciclado vesicular lento (Lachance y col., 2014). Se 
investigó el reciclado del R Mas a la superficie celular, una vez internalizado, 
determinando la colocalización del R con Rab4 o Rab11 en células transfectadas 
con la contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP incubadas en 
ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 μM durante 15 o 30 min. Rab4 y Rab11 
fueron marcados por inmunofluorescencia como se describió en metodología 
experimental. El R Mas no colocalizó con Rab4 en condiciones basales ni luego 
del estímulo con el agonista (figura 4). La figura 5 muestra, en cambio, que el R 
Mas colocalizó con Rab11, después de 15 y 30 min de estímulo con la Ang-(1-7), 
lo que demuestra que el R se recicla a la membrana plasmática por vesículas de 































Figura 4: El R Mas no colocaliza con el marcador de vesículas de reciclado rápido. 
Colocalización del R Mas-YFP (verde) con un marcador de vesículas de reciclado rápido (Rab4) en 
células HEK293T transfectadas con la contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP y 
posteriormente incubadas en ausencia (basal) o presencia de Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. Se 
analizaron 25 células por experimento (tres experimentos independientes). Las imágenes se 
obtuvieron en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. Barra de escala = 5 μm. 
 
 






Figura 5: El R Mas es reciclado a la membrana plasmática por vesículas de reciclado lento. 
Colocalización del R Mas-YFP (verde) con un marcador de vesículas de reciclado lento (Rab11) 
(rojo) en células HEK293T transfectadas con la contrucción que codifica para la quimera R Mas-
YFP y posteriormente incubadas en ausencia (basal) o presencia de Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. 
Se analizaron 25 células por experimento (tres experimentos independientes). Las imágenes se 
obtuvieron en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. Barra de escala = 5 μm. 
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6.1.3-El R Mas no es direccionado a los lisosomas luego de ser estimulado por 
el agonista 
 
Con el fin de investigar si el R Mas es degradado luego de ser internalizado se 
evaluó el contenido proteico del R Mas mediante Western-blot en células 
transfectadas con la contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP en 
ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 μM durante 30 o 60 min. No se observaron 
cambios en los niveles proteicos del R Mas como consecuencia del estímulo con 
el agonista (figura 6), lo que demuestra que el R Mas no está siendo degradado 





Figura 6: El R Mas no es degradado luego del estímulo con Ang-(1-7). Las células HEK293T 
transfectadas con la contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP fueron incubadas en 
ausencia (tiempo 0 min) o presencia de Ang-(1-7) durante 30 o 60 min. Los resultados se 
expresaron como fracción de cambio de la respuesta detectada en condiciones basales. Cada barra 
representa la media ± ESM de 3 experimentos independientes. 
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Para confirmar este resultado, se evaluó la colocalización del R Mas-YFP 
con LysoTracker, una sonda marcadora de lisosomas. El R Mas-YFP no 
colocalizó con el marcador de lisosomas en las células transfectadas con la 
contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP e incubadas en ausencia o 
presencia de Ang-(1-7) durante 30 min (figura 7), demostrando que el R no es 
direccionado a los lisosomas para su posterior degradación después de la 
estimulación con el agonista. El mismo resultado se obtuvo cuando las células se 

































Figura 7: El R Mas no es direccionado a los lisosomas. Colocalización del R Mas-YFP (verde) y el 
marcador de lisosomas Lysotracker (rojo) en células HEK293T transfectadas con la contrucción que 
codifica para la quimera R Mas-YFP y estimuladas con Ang-(1-7) durante 30 o 60 min. Se analizaron 25 
células por ensayo (tres experimentos independientes). Las imágenes se obtuvieron en un microscopio 
confocal con un objetivo de inmersión 60x. Barra de escala = 5 μm. 
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6.1.4-El R Mas no es direccionado al núcleo celular después de la estimulación 
con el agonista 
 
Se ha demostrado que algunos RAPGs están presentes en el núcleo o se 
translocan a este compartimento celular después de la estimulación con el 
agonista, como fue demostrado para el R AT1, entre otros (Lu y col., 1998; 
Takano y Matsuyama, 2014; Branco y Allen, 2016). Nuestro objetivo fue 
determinar la presencia del R Mas en el núcleo celular de las células HEK293T y 
si este es translocado a este compartimiento después del estímulo con la Ang-(1-
7). Las células fueron transfectadas con la construcción que codifica para la 
quimera R Mas-YFP y se determinó la localización del R por microscopía 
confocal. Como se observa en la figura 8, el R Mas no se evidenció en el núcleo 
de las células en condiciones basales ni después del estímulo con la Ang-(1-7) 
durante 30 min, lo cual demuestra que el R Mas no se transloca a este 
compartimento luego del estímulo con su ligando. Se obtuvo un resultado similar 

























Figura 8: El R Mas no es translocado al núcleo luego del estímulo con el agonista. 
Colocalización del R Mas-YFP (verde) y Hoechst 33258, marcador de núcleo (azul), en células 
HEK293T transfectadas con la construcción que codifica para la quimera R Mas-YFP e incubadas 
en ausencia (basal) o presencia de Ang-(1-7) durante 30 o 60 min. Las imágenes se obtuvieron en 
un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. 25 células por experimento fueron 
analizadas (tres experimentos independientes). Barra de escala = 5 μm. 
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6.1.5-El R Mas induce la activación de Akt desde los endosomas tempranos a 
través de una vía independiente de β-arrestina2 
 
Los RAPGs una vez internalizados pueden activar señales de transducción 
diferentes a aquellas activadas desde su localización inicial en la membrana 
plasmática (Ranjan y col., 2016). Evaluamos si el R Mas, una vez internalizado, 
induce la activación de Akt. Las células HEK293T transfectadas con la 
contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP y estimuladas con Ang-(1-




Figura 9: La Ang-(1-7) induce la activación de Akt en células HEK293T que expresan el R 
Mas. La fosforilación de Akt fue evaluada por Western-blot en células transfectadas con la 
contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP, incubadas en ausencia (basal) o presencia 
de Ang-(1-7) durante 10 min. Se muestra un Western-blot representativo de Akt total y fosforilada. 
Se utilizó GAPDH como control de carga. Los resultados se expresaron como fracción de cambio 
de la respuesta detectada en condiciones basales. Cada barra representa la media ± ESM de 4 
preparaciones independientes. * p<0,05 en comparación con la condición basal. 
 
 
Para investigar si la activación de Akt ocurre desde la membrana 
plasmática o luego que el R es internalizado, se co-transfectaron las células con la 
contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP y con EPS (-), la dominante 
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negativa para Eps15, para impedir la internalización vía vesículas con cubierta de 
clatrina, o con el siRNA para Cav-1, para bloquear la internalización vía caveolas, 
o con DynK44, la dominante negativa para dinamina, y se evaluó la activación de 
Akt luego de estimular las células con Ang-(1-7) durante 10 min. El bloqueo de la 
endocitosis del R Mas a través de cubiertas de clatrina con EPS (-) o DynK44 
produjo una disminución del efecto estimulador provocado por la Ang-(1-7) sobre 
la fosforilación de Akt (figura 10). Por el contrario, el silenciamiento de Cav-1, y 
por ende el bloqueo de la vía de internalización por caveolas, no modificó el 
efecto de la Ang-(1-7) sobre la activación de Akt (figura 10). Este resultado 
demuestra que la activación de Akt mediada por el R Mas ocurre una vez que el R 
es endocitado por cubiertas de clatrina.  
Se ha demostrado que las β-arrestinas, además de funcionar como 
proteínas adaptadoras para facilitar la endocitosis de los RAPGs, funcionan como 
proteínas adaptadoras multifuncionales involucradas en la señalización 
intracelular a través de múltiples mediadores tales como ERK1/2, el NF-κB y la 
PI3K/Akt, regulando la señalización y el tráfico de los RAPGs (Tian y col., 2014; 
Ranjan y col., 2016; Smith y Rajagopal, 2016; Freedman y Shenoy, 2017). Para 
evaluar si la activación de Akt inducida por Ang-(1-7) es dependiente de β-
arrestina2 se estudió la activación de Akt luego de 10 min de estímulo con Ang-
(1-7) en células HEK293T transfectadas con la contrucción que codifica para la 
quimera R Mas-YFP a las que se les silenció la expresión de β-arrestina2 
mediante un siRNA para β-arrestina2. Como se observa en la figura 10, el 
silenciamiento de la β-arrestina2 no modificó el efecto estimulador de la Ang-(1-
7) sobre la activación de Akt.  
En conjunto, estos resultados sugieren que la activación de Akt mediada 
por la estimulación del R Mas ocurre una vez que el R fue internalizado a través 
















Figura 10: La activación de Akt inducida por la estimulación del R Mas ocurre una vez que 
el R es internalizado y es independiente de β-arrestina2. La fosforilación de Akt se determinó 
en células transfectadas con la secuencia que codifica para la quimera R Mas-YFP solo (R Mas) o 
en combinación con la dominante negativa para dinamina (R Mas + DynK44), o con la dominante 
negativa para Eps15 (R Mas+ EPS (-)), o con el siRNA β-arrestina2 (R Mas + siRNA β-
arrestina2), o con el siRNA Cav-1 (R Mas + siRNA Cav-1), incubadas en ausencia o presencia de 
Ang-(1-7) durante 10 min. Se muestran Western-blots representativos de Akt fosforilada y total, en 
condiciones basales (-) y después de 10 min de tratamiento con el agonista (+) para cada 
condición. Se utilizó GAPDH como control de carga. Los resultados se expresaron como fracción 
cambio de la respuesta provocada por la Ang-(1-7) en las células transfectadas solo con el R Mas. 
Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes.  * p<0,05 comparado 
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6.1.6-El R Mas induce la activación de ERK1/2 desde los endosomas tempranos 
a través de β-arrestina2 
 
Se determinó el efecto de la Ang-(1-7) sobre la vía de ERK1/2 y si dicha 
respuesta ocurría una vez internalizado el R Mas en células transfectadas con la 
contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP. Tal como se observa en la 
figura 11, la Ang-(1-7) aumentó la fosforilación de ERK1/2 en células HEK293T 




Figura 11: La Ang-(1-7) induce la activación de ERK1/2 en células HEK293T que expresan 
el R Mas. La fosforilación de ERK1/2 fue evaluada por Western-blot en células transfectadas con 
la contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP e incubadas en ausencia (basal) o 
presencia de Ang-(1-7) durante 10 min. Se muestran Western-blots representativos de ERK1/2 
total y fosforilada, en condiciones basales y después de 10 min de tratamiento con el agonista. Se 
utilizó GAPDH como control de carga. Los resultados se expresaron como fracción de cambio de 
la respuesta detectada en condiciones basales. Cada barra representa la media ± ESM de 4 
preparaciones independientes. * p<0,05 comparado con la condición basal 
 
Luego se estudió si la estimulación de la vía de ERK1/2 inducida por la 
Ang-(1-7) ocurría desde la membrana plasmática o desde los endosomas. El 
efecto estimulador de la Ang-(1-7) sobre la activación de ERK1/2 se redujo 
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cuando la internalización del R Mas fue bloqueada por las dominantes negativas 




Figura 12: La activación de ERK 1/2 inducida por la estimulación del R Mas ocurre una vez 
que el R es internalizado mediante vesículas con cubierta de clatrina. La fosforilación de 
ERK1/2 fue determinada en células transfectadas con la contrucción que codifica para la quimera 
R Mas-YFP solo (R Mas) o en combinación con la dominante negativa para dinamina (R Mas + 
Dyn K44), o la dominante negativa para Eps15 (R Mas + EPS (-)) e incubadas en ausencia o 
presencia de Ang-(1-7) durante 10 min. Se muestran Western-blots representativos de ERK1/2 
fosforilada y total, en condiciones basales (-) y después de 10 min de tratamiento con el agonista 
(+) para cada condición. Se utilizó GAPDH como control de carga. Los resultados se expresaron 
como fracción de cambio de la respuesta provocada por la Ang-(1-7) en células transfectadas solo 
con el R Mas. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. * p<0,05 
comparado con R Mas.  
 
Por el contrario, el bloqueo de la internalización del R a través de caveolas 
por el silenciamiento de la Cav-1 mediante un siRNA no modificó la respuesta 
estimuladora de la Ang-(1-7) sobre la activación de ERK1/2 (figura 13). Este 
resultado demuestra que la internalización del R por caveolas no está involucrada 
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en dicha señalización intracelular. A diferencia de lo obsevado para la vía de Akt, 
la supresión de la expresión proteica de β-arrestina2 redujo la activación de 
ERK1/2 inducida por la Ang-(1-7) a través del R Mas en un 75% (figura 13). 
Estos resultados demuestran que el R Mas, una vez internalizado a través de 
vesículas con cubierta de clatrina, induce la activación de ERK1/2 a través de una 




Figura 13: La activación de ERK1/2 inducida por la estimulación del R Mas es dependiente 
de β-arrestina2. La fosforilación de ERK1/2 fue determinada en células transfectadas con la 
contrucción que codifica para la quimera R Mas-YFP solo (R Mas) o en combinación con el 
siRNA β-arrestina2 (R Mas + siRNA β-arrestina2) o con el siRNA Cav-1 (R Mas + siRNA Cav-
1), incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) durante 10 min. Se muestran Western-blots 
representativos de ERK1/2 fosforilada y total, en condiciones basales (-) y después de 10 min de 
tratamiento con el agonista (+) para cada condición. Se utilizó GAPDH como control de carga. 
Los resultados se expresaron como fracción de cambio de la respuesta provocada por la Ang-(1-7) 
en células transfectadas solo con el R Mas. Cada barra representa la media ± ESM de 4 
preparaciones independientes. * p<0,05 comparado con R Mas.  
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A través de la técnica de Western-blot se comprobó que el uso del siRNA 





Figura 14: El siRNA para la β-arrestina2 es efectivo en el silenciamiento de la β-arrestina2. 
Las células fueron transfectadas con el plásmido vacío o el siRNA para la β-arrestina2 y se evaluó 
el contenido proteico de la β-arrestina2 mediante Western-blot. Se utilizó GAPDH como control 
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6.2-Estudio del mecanismo de internalización y tráfico del R Mas 
en la hipertensión arterial 
 
6.2.1-El R Mas se expresa en las neuronas del tronco encefálico 
de ratas WKY y SHR 
 
El estudio del mecanismo de la internalización y tráfico del R Mas se llevó 
a cabo en cultivos primarios de neuronas del tronco encefálico de ratas 
normotensas (WKY) y SHR. Para ello, primero se caracterizaron los cultivos 
primarios neuronales obtenidos. En la figura 15 se presenta una imagen de los 
cultivos primarios neuronales luego de 7 días de cultivo, donde se observa la 
organización en forma de redes de las neuronas.  
Se procedió a caracterizar estos cultivos neuronales mediante 
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-neurofilamentos como 
marcador específico de neuronas. Se determinó el número de células 
inmunopositivas para neurofilamentos respecto del total de células por campo. 90 
al 95% de las células resultaron inmunopositivas para neurofilamentos (figura 16). 


























Figura 15: Neuronas del tronco encefálico de rata luego de 7 días en cultivo. Imagen de 
microscopía óptica de campo claro tomada con un microscopio óptico de objetivo invertido con 





Figura 16: Caracterización de los cultivos primarios de neuronas del tronco encefálico de 
rata. Los cultivos neuronales obtenidos fueron fijados y caracterizados por inmunofluorescencia 
utilizándose un anticuerpo específico anti-neurofilamentos (rojo) como marcador de neuronas. Los 
núcleos se evidenciaron con Hoechst 33258 (azul). Las imágenes se obtuvieron en un microscopio 
confocal con un objetivo de inmersión 60x. Se determinó el número de células inmunopositivas 
para neurofilamentos respecto del total de células por campo en 3 preparaciones independientes. 
Barra de escala = 10 μm.  
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Luego se procedió a investigar si el R Mas se expresa en estas neuronas 
mediante inmunofluorescencia.  Como se muestra en la figura 17, las neuronas del 
tronco encefálico positivas para la marcación con el anticuerpo anti-
neurofilamentos fueron positivas para la inmunomarcación del R Mas, 




Figura 17: El R Mas está presente en las neuronas del tronco encefálico de rata. 
Inmunofluorescencia del R Mas (verde) y neurofilamentos (rojo) en neuronas del tronco encefálico de 
ratas. Los núcleos fueron evidenciados con Hoechst 33258 (azul). Se analizaron 25 células por ensayo 
(tres experimentos independientes). Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo 
de inmersión 60x. Barra de escala = 5 μm. 
 
6.2.2-El contenido proteico del R Mas es mayor en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas hipertensas 
 
Se evaluó el contenido proteico del R Mas en las neuronas de ratas WKY y 
de ratas SHR mediante la cuantificación de la fluorescencia correspondiente al R 
Mas y Western-blot. Las neuronas fueron fijadas, el R Mas fue marcado por 
inmunofluorescencia y se cuantificó la intensidad de fluorescencia. La intensidad 
de fluorescencia correspondiente al R Mas fue mayor en las neuronas de las ratas 
SHR respecto de las neuronas de las ratas WKY (figura 18).  
Para corroborar este resultado obtenido por inmunofluorescencia, se 
determinó el contenido proteico del R Mas por Western-blot en los cultivos 
neuronales de ambas cepas. Como se observa en la figura 19, el contenido 
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proteico del R Mas resultó 3,44 ± 0.021 veces mayor en las neuronas de las ratas 




Figura 18: La intensidad de fluorescencia correspondiente al R Mas es mayor en las 
neuronas del tronco encefálico de las ratas SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas 
WKY y SHR fueron fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas. A) Imágenes 
representativas de la inmunofluorescencia correspondiente al R Mas (verde) en neuronas de ratas 
WKY y SHR obtenidas en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. Barra de 
escala= 5 μm. B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia. Los resultados se expresaron 
como fracción de cambio respecto a la intensidad de fluorescencia obtenida en las ratas WKY. 
Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. * p<0,05 comparado 












Figura 19: El contenido proteico del R Mas es mayor en las neuronas del tronco encefálico de 
las ratas SHR. El contenido proteico del R Mas fue determinado en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR mediante Western-blot. Se muestra un Western-blots 
representativo para el R Mas. Se utilizó GAPDH como control de carga. Los resultados se 
expresaron como fracción de cambio respecto de la densidad óptica obtenida en las neuronas de 
ratas WKY. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. * p<0,05 
comparado con WKY.  
 
6.2.3-La respuesta a la Ang-(1-7) está disminuida en las neuronas del tronco 
encefálico de las ratas hipertensas 
 
 
Dado que el contenido proteico del R Mas fue mayor en las neuronas del 
tronco encefálico de las ratas SHR respecto de las de las ratas WKY, evaluamos si 
la unión del ligando, así como las vías de señalización intracelular acopladas a la 
activación del R, estaban alteradas en las neuronas de las ratas SHR. 
Para estudiar la unión de la Ang-(1-7) al R Mas, las células se incubaron 
15 min con la Ang-(1-7) marcada con rodamina (Ang-(1-7)-rodamina) y se 
cuantificó la intensidad de fluorescencia de la rodamina. Tal como se observa en 
la figura 20, las neuronas de las ratas SHR presentaron una disminución del 66% 










Figura 20: La unión de la Ang-(1-7) al R está disminuida en las neuronas del tronco 
encefálico de las ratas SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron 
incubadas con la Ang-(1-7)-rodamina, para permitir la unión ligando-R, y luego fijadas. A) 
Imágenes representativas de la fluorescencia correspondiente a la Ang-(1-7)-rodamina (rojo) 
obtenidas con un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. Barra de escala= 5 μm. 
B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la Ang-(1-7)-rodamina. Los resultados se 
expresaron como fracción de cambio respecto de la unión de Ang-(1-7)-rodamina obtenida en 
WKY. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. * p<0,05 
comparado con WKY.  
 
El efecto simpatoinhibidor que ejerce la Ang-(1-7) a través de la 
estimulación del R Mas se ha asociado con diferentes vías de señalización 
intracelular tales como las vías de PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2 (Lopez Verrilli y 
col., 2011; Gironacci y col., 2014). Se evaluó el efecto de la Ang-(1-7) sobre la 
fosforilación de Akt y ERK1/2 por Western-blot en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR. En condiciones basales la fosforilación de Akt 
fue mayor en las neuronas del tronco encefálico de las ratas SHR respecto de las 
de WKY (figura 21). El tratamiento de las neuronas del tronco encefálico con 
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neuronas de las ratas WKY, mientras que no se observaron cambios en las 




Figura 21: La Ang-(1-7) estimula la fosforilación de Akt en las neuronas del tronco 
encefálico de las ratas WKY, mientras que carece de efecto en las neuronas de las ratas SHR. 
La fosforilación de Akt fue determinada por Western-blot en neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY y SHR, incubadas en ausencia (0) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. Se 
muestran Western-blots representativos de Akt fosforilada y total, en condiciones basales (-) y 
después de 15 o 30 min de tratamiento con el agonista (+). Se utilizó GAPDH como control de 
carga. Los resultados se expresaron como porcentaje de cambio respecto de la respuesta basal en 
WKY (WKY tiempo 0 min). Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones 
independientes. * p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min. 
 
Respecto a la fosforilación de ERK1/2, no se observaron diferencias en la 
fosforilación basal de ERK1/2 entre las neuronas de ratas WKY y SHR (figura 
22). Sin embargo, el tratamiento con la Ang-(1-7) durante 15 min indujo un 
aumento en la fosforilación de ERK1/2 en las neuronas de ratas WKY minetras 
que no se observaron cambios en las neuronas de ratas SHR (figura 22). 





Figura 22: La Ang-(1-7) estimula la fosforilación de ERK1/2 en las neuronas del tronco 
encefálico de las ratas WKY, mientras que carece de efecto en las neuronas de las ratas SHR. 
La fosforilaciòn de ERK1/2 fue determinada por Western-blot en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR, incubadas en ausencia (0) o presencia de Ang-(1-7) durante 15 o 
30 min. Se muestran Western-blots representativos de ERK1/2 fosforilada y total, en condiciones 
basales (-) y después de 15 o 30 min de tratamiento con el agonista (+). Se utilizó GAPDH como 
control de carga. Los resultados se expresaron como porcentaje de cambio respecto de la respuesta 
basal en WKY (WKY tiempo 0 min). Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones 
independientes. *p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min. 
 
Otra vía de señalización asociada a la estimulación del R Mas es la 
activación de la COX2, una enzima que convierte el AA en prostaglandinas 
(Albrecht, 2007). Se investigó la liberación de derivados del AA en condiciones 
basales y luego de un estímulo de 15 o 30 min con la Ang-(1-7) en las neuronas 
del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. En condiciones basales, la liberación 
de AA fue 2,50 ± 0,02 veces mayor en las neuronas del tronco encefálico de ratas 
SHR en comparación con las de ratas WKY (figura 23). El tratamiento con la 
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Ang-(1-7) durante 15 o 30 min indujo un aumento en la liberación de AA solo en 
las neuronas de ratas WKY (aumentó 1,74 ± 0,12 veces a los 15 min y 2,47 ± 0,32 
veces a los 30 min) (figura 23). Por el contrario, el estímulo de 15 min con la 
Ang-(1-7) no indujo cambios en la liberación de derivados del AA mientras que el 
estimulo de 30 min indujo una disminución en la liberación de los mismos en las 




Figura 23: La Ang-(1-7) estimula la liberación de derivados del AA en las neuronas del 
tronco encefálico de ratas WKY, mientras que carece de efecto en las obtenidas de ratas 
SHR. Las células fueron incubadas con [3H]AA durante 16 hs y luego incubadas en ausencia 
(tiempo 0 min) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. Se determinó el [3H]AA liberado 
al medio. Los resultados se expresaron como fracción de cambio respecto de la respuesta basal en 
WKY (WKY tiempo 0 min). Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones 
independientes. *p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min; # p<0,05 comparado con SHR 
tiempo 0 min. 
 
Otro de los mediadores biológicos de los efectos de la Ang-(1-7) es el NO. 
Evaluamos el efecto de la Ang-(1-7) sobre la generación de NO en las neuronas 
del tronco encefálico a través del uso de la sonda fluorescente sensible al NO: 
DAF-FM. La fluorescencia producida por esta sonda es proporcional a la cantidad 
de NO generado. Como se observa en la figura 24, los niveles basales de NO 
fueron menores en las neuronas del tronco encefálico de ratas SHR (3,9 ± 0,3 
veces menor) comparado con las de las ratas WKY. El estímulo de 15 min con 
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Ang-(1-7) indujo un aumento del 219,5 ± 34,5 % en la producción de NO en las 
neuronas de ratas WKY, mientras que careció de efecto en las neuronas de las 
ratas SHR (figura 24). 
En conjunto estos resultados muestran que, si bien el contenido proteico 
del R Mas está aumentado en las neuronas del tronco encefálico de ratas SHR, la 
unión de la Ang-(1-7) al R Mas está disminuida. Contrariamente a lo observado 
en las neuronas de ratas WKY, la Ang-(1-7) carece de efecto sobre la activación 































Figura 24: La Ang-(1-7) aumenta la generación de NO en las neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY, mientras que carece de efecto en las de las ratas SHR. Las neuronas del tronco encefálico 
de ratas WKY y SHR fueron incubadas con DAF-FM en ausencia (0 min) o presencia de Ang-(1-7) 
durante 15 o 30 min. A) Imágenes representativas de la fluorescencia correspondiente a DAF-FM (verde) 
obtenidas en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. Barra de escala= 5 μm. B) 
Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de DAF-FM. Los resultados se expresaron como 
porcentaje de cambio respecto de la fluorescencia basal (tiempo 0 min) en WKY. Cada barra representa la 
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6.2.4-Las neuronas del tronco encefálico de ratas SHR presentan menores  
niveles de la Ang-(1-7) y de la Ang II 
 
Teniendo en cuenta la diferencia en cuanto a los niveles proteicos del R 
Mas y la respuesta biológica inducida por la Ang-(1-7) en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas SHR, se cuantificaron los niveles endógenos de la Ang-(1-7) y 
de la Ang II por RIA. Los niveles basales de la Ang-(1-7) fueron 2,8 ± 0,2 veces 
menores en las neuronas de las ratas SHR con respecto a las de las ratas WKY 
(figura 25 A). Además, los niveles neuronales de la Ang-(1-7) fueron 
aproximadamente 2 veces mayores que los niveles de la Ang II en las neuronas de 
ambas cepas (figura 25 A y 25 B). Sin embargo, los niveles endógenos de ambos 
péptidos fueron menores en las neuronas de las ratas SHR con respecto a las de 
WKY (figura 25 A y 25 B). La relación Ang-(1-7)/Ang II fue la misma en las 




Figura 25: Las neuronas de ratas SHR presentan menores niveles de la Ang-(1-7) y de la Ang 
II. Los niveles endógenos de la Ang-(1-7) (A) y de la Ang II (B) fueron medidos por RIA en 
neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. C) Relación entre los niveles de la Ang-(1-7) 
y de la Ang II. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. * p<0,05 
frente a WKY. 
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6.2.5-El R Mas es internalizado a los endosomas tempranos y posteriormente 
reciclado a la membrana plasmática en las neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY y SHR 
 
En el presente trabajo demostramos en células HEK293T transfectadas con 
la secuencia que codifica para el R Mas, que luego del estímulo con su ligando el 
R Mas es internalizado por caveolas y por vesículas de cubierta de clatrina para 
ser posteriormente reciclado a la membrana plasmática. Debido a que este es un 
sistema donde el R es expresado mediante transfección de las células, 
investigamos el mecanismo de internalización y tráfico del R Mas en condiciones 
fisiológicas, utilizando neuronas del tronco encefálico de ratas normotensas, las 
cuales expresan endógenamente el R Mas. Dado que diversas patologías han sido 
asociadas a alteraciones en el tráfico de los RAPGs (Rengo y col., 2011; Siryk-
Bathgate y col., 2013), estudiamos también el tráfico del R Mas en condiciones 
patológicas como la HTA.  
En primer lugar, investigamos si el R Mas es internalizado luego del 
estímulo con Ang-(1-7) en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y 
SHR. Las neuronas fueron incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM 
durante 15 o 30 min y la localización del R Mas fue evidenciada por 
inmunofluorescencia. En condiciones basales el R se observó en la membrana 
plasmática y en menor medida en el interior celular (figura 26). La Ang-(1-7) 
indujo una redistribución en la fluorescencia correspondiente al R Mas después de 
15 y 30 min de estímulo tanto en las neuronas de ratas WKY como en las 
neuronas de ratas SHR (figura 26). Esta redistribución implicó un cambio hacia 
una localización predominantemente intracelular lo cual sugiere internalización 















Figura 26: El estímulo con Ang-(1-7) induce una redistribución de la fluorescencia del R Mas 
en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico 
de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (basal) o presencia de Ang-(1-7) durante 15 o 
30 min y la distribución del R Mas (verde) se determinò por inmunofluorescencia. Se obtuvieron 
imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. 25 células por experimento 
fueron analizadas (tres experimentos independientes). Barra de escala = 10 μm.  
 
La internalización del R Mas en estas neuronas fue también estudiada por 
RIA. Se incubaron las células en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM durante 
15 o 30 min y se cuantificaron los niveles intracelulares de este péptido por RIA. 
De esta manera, si el R Mas es internalizado unido a su ligando se observa un 
aumento en los niveles de la Ang-(1-7) intracelular. Luego de un estímulo de 15 
min con la Ang-(1-7) se observó un aumento en los niveles intraneuronales del 
péptido tanto en las neuronas de ratas WKY como de ratas SHR (figura 27), lo 











Figura 27: Luego del estímulo con Ang-(1-7) los niveles intraneuronales de la Ang-(1-7) 
aumentan en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Las neuronas del 
tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (tiempo 0 min) o presencia 
de la Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. Los niveles de Ang-(1-7) intraneuronales fueron 
cuantificados por RIA. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. 
* p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min; # p<0,05 comparado con SHR tiempo 0 min. 
 
Para corroborar que el R Mas es internalizado unido a su ligando se evaluó 
la colocalización del R Mas, marcado por inmunofluorescencia, con la Ang-(1-7)-
rodamina en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Para ello, 
las neuronas fueron incubadas 15 min con la Ang-(1-7)-rodamina, ya que a este 
tiempo observamos un aumento en el contenido intraneuronal de la Ang-(1-7) en 
ambas cepas (figura 27). Como se observa en la figura 28, el R Mas colocalizó 
con la Ang-(1-7).  Esto confirma que el R Mas es internalizado unido a su ligando 












Figura 28: El R Mas colocaliza con la Ang-(1-7) en las neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas 
con la Ang-(1-7)-rodamina (rojo) durante 15 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R 
Mas (verde). Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 
60x. 25 células por experimento fueron analizadas (tres experimentos independientes). Barra de 
escala = 5 μm. 
 
El tráfico de los RAPGs comienza en la membrana plasmática, donde los 
Rs, luego de ser estimulados por su agonista, pueden ser internalizados por 
mecanismos dependientes o independientes de clatrina y β-arrestina (Bunnet y 
Cottrell, 2010). Estudiamos la colocalización del R Mas con la β-arrestina2 en las 
neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR incubadas en ausencia o 
presencia de Ang-(1-7) 1 µM. Como se muestra en la figura 29, el R Mas 
colocalizó con la β-arrestina2 después de 15 min de estímulo con la Ang-(1-7) 
tanto en neuronas de ratas WKY como de SHR.  
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Figura 29: El R Mas colocaliza con la β-arrestina2 en las neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY (A) y SHR (B) fueron 
incubadas en ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 min, fijadas y marcadas con 
un anticuerpo anti-R Mas (verde) y un anticuerpo anti-β-arrestina2 (rojo). Se obtuvieron imágenes 
en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. 25 células por experimento fueron 
analizadas (tres experimentos independientes). Barra de escala= 5 μm. 
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Al cuantificar la fracción del R Mas que colocalizó con la β-arrestina2 
observamos que en condiciones basales la fracción del R Mas que colocalizó con 
la β-arrestina2 fue mayor en las neuronas de ratas SHR (20,3 ± 2,9 % de los Rs 
colocalizaron con β-arrestina2) respecto de las de ratas WKY (10,2 ± 1,2 % de los 
Rs colocalizaron con β-arrestina2) (figura 30). La Ang-(1-7) indujo un aumento 
en la fracción del R Mas que colocalizó con β-arrestina2 tanto en las neuronas de 
ratas WKY (aumentó 2,9 ± 0,2 veces) como de ratas SHR (aumentó 1,4 ± 0,2 




Figura 30: La Ang-(1-7) induce un aumento de la fracción del R Mas que colocaliza con la β-
arrestina2 en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Las neuronas del 
tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (0 min) o presencia de la 
Ang-(1-7) durante 15 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas y un anticuerpo anti-
β-arrestina2. Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 
60x y se cuantificó la fracción del R Mas que colocalizó con la β-arrestina2. Cada barra representa 
la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. * p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min; 
# p<0,05 comparado con SHR tiempo 0 min. 
 
Determinamos si el R Mas es internalizado por caveolas en las neuronas de 
ratas WKY y SHR, incubadas en ausencia o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 
min, evaluándose para ello la colocalización del R Mas con Cav-1. El R Mas 
colocalizó con Cav-1 luego de 15 min de estímulo con la Ang-(1-7) tanto en las 
neuronas del tronco encefálico de ratas WKY como de ratas SHR (figura 31), 
sugiriendo que el R es internalizado por la vía de caveolas. 
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Figura 31: El R Mas colocaliza con Cav-1 en las neuronas del tronco encefálico de ratas 
WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY (A) y SHR (B) fueron incubadas 
en ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 min, fijadas y marcadas con un 
anticuerpo anti-R Mas (verde) y un anticuerpo anti-Cav-1 (rojo). Se obtuvieron imágenes en un 
microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. 25 células por experimento fueron 
analizadas (tres experimentos independientes). Barra de escala= 5 μm.  
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Posteriormente, se cuantificó la fracción del R Mas que colocaliza con 
Cav-1. En condiciones basales la fracción del R Mas que colocalizó con Cav-1 fue 
mayor en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY (32,9 ± 6,5 % de los 
Rs colocalizaron con Cav-1) respecto de las de ratas SHR (20,4 ± 2,4 % de los Rs 
cololalizaron con Cav-1) (figura 32). La Ang-(1-7) indujo un aumento en la 
fracción del R Mas en las caveolas tanto en las neuronas de ratas WKY (aumentó 
1,6 ± 0,3 veces) como de ratas SHR (aumentó 2,3 ± 0,3 veces) siendo este efecto 
mayor en las neuronas de ratas SHR (figura 32).  
 
Figura 32: La Ang-(1-7) induce un aumento de la fracción del R Mas que colocaliza con la 
Cav-1 en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (0 min) o presencia de la Ang-(1-7) 
durante 15 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas y un anticuerpo anti-Cav-1. Se 
obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x y se cuantificó 
la fracción del R Mas que colocaliza con Cav-1. Cada barra representa la media ± ESM de 4 
preparaciones independientes. * p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min; # p<0,05 comparado 
con SHR tiempo 0 min. 
 
Luego investigamos si el R Mas es direccionado a endosomas tempranos. 
Para ello, las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron 
incubadas en ausencia o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 min y luego se 
evaluó la colocalización del R Mas con EEA1, un marcador de endosomas 
tempranos, por inmunofluorescencia. Tal como se observa en la figura 33, el R 
Mas colocalizó con EEA1 después de 15 min de estímulo con la Ang-(1-7), lo 
cual demuestra que el R Mas es internalizado a los endosomas tempranos en las 
neuronas de ambas cepas. 
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Figura 33: El R Mas es internalizado a endosomas tempranos luego del estímulo con la Ang-
(1-7) en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY (A) y SHR (B) fueron incubadas en ausencia (basal) o presencia de la 
Ang-(1-7) durante 15 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas (verde) y un 
anticuerpo anti-EEA1 (rojo), marcador de endosomas tempranos. 25 células por experimento 
fueron analizadas (tres experimentos independientes). Se obtuvieron imágenes en un microscopio 
confocal con un objetivo de inmersión 60x. Barra de escala= 5 μm. 
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La fracción basal del R Mas que colocalizó con el marcador de endosomas 
tempranos fue mayor en las neuronas obtenidas de las ratas SHR (21,9 ± 2,8 % de 
los Rs colocalizaron con EEA1) respecto de las de ratas WKY (1,8 ± 0,3 % de los 
Rs colocalizaron con EEA1) (figura 34). Sin embargo, la Ang-(1-7) indujo un 
aumento similar en la fracción del R Mas en los endosomas tempranos en las 
neuronas de ratas WKY (aumentó 2,4 ± 0,4 veces) y SHR (aumentó 2,3 ± 0,3 
veces).  
 
Figura 34: La Ang-(1-7) induce un aumento de la fracción del R Mas que colocaliza con el 
marcador de endosomas tempranos en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y 
SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (0 
min) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas 
y un anticuerpo anti-EEA1, marcador de endosomas tempranos. Se obtuvieron imágenes en un 
microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x y se cuantificó la fracción del R Mas que 
colocaliza con EEA1. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. * 
p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min, # p<0,05 comparado con SHR tiempo 0 min. 
 
Para estudiar el reciclado del R Mas a la membrana plasmática, se estudió 
la colocalización del R con un marcador de vesículas de reciclado lento, Rab11, 
en las neuronas de ratas WKY y SHR incubadas en ausencia o presencia de la 
Ang-(1-7) durante 30 min. Se eligió este tiempo ya que se demostró en células 
HEK293T que el R Mas es reciclado mediante vesículas de reciclado lento luego 
de 30 min de estímulo con la Ang-(1-7). Como se observa en la figura 35, el R 
Mas colocalizó con Rab11 luego de 30 min de estímulo con la Ang-(1-7) tanto en 
las neuronas de ratas WKY como en las de SHR.  
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Figura 35: El R Mas colocaliza con el marcador de vesículas de reciclado lento en las 
neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY (A) y SHR (B) fueron incubadas en ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) 
durante 30 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas (verde) y un anticuerpo anti-
Rab11 (rojo), marcador de vesículas de reciclado lento a la membrana. Se obtuvieron imágenes en 
un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x. 25 células por experimento fueron 
analizadas (tres experimentos independientes). Barra de escala= 5 μm. 
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Al cuantificar la fracción del R Mas en las vesículas de reciclado lento no 
se observaron diferencias en condiciones basales entre las neuronas de ratas WKY 
y SHR. Luego del estímulo de 30 min con la Ang-(1-7), se observó un aumento en 
la fracción del R Mas en las vesículas de reciclado lento en las neuronas de ambas 
cepas (figura 36). Sin embargo, la fracción del R Mas en las vesículas de reciclaje 
lento luego del estímulo con la Ang-(1-7) fue mayor en las neuronas de ratas 
WKY (99,9 ± 5,1 % de los Rs colocalizaron con vesículas de reciclado lento) que 
en las neuronas de ratas SHR (90,7 ± 5,7 % de los Rs colocalizaron con vesículas 
de reciclado lento).  
 
Figura 36: La Ang-(1-7) induce un aumento de la fracción del R Mas que colocaliza con el 
marcador de vesículas de reciclado lento en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY 
y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (0 
min) o presencia de la Ang-(1-7) durante 30 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas 
y un anticuerpo anti-Rab11, marcador de vesículas de reciclado lento. Se obtuvieron imágenes en 
un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x y se cuantificó la fracción del R Mas 
que colocaliza con Rab11. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones 
independientes. *p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min, # p<0,05 comparado con SHR 
tiempo 0 min, & p<0,05 comparado con WKY tiempo 30 min. 
 
Con el objetivo de evaluar si una vez internalizado el R Mas es 
direccionado a los lisosomas, se evaluó la colocalización del R Mas con 
LysoTracker, una sonda marcadora de lisosomas. El R Mas no colocalizó con el 
marcador de lisosomas en las neuronas de ratas WKY y SHR incubadas con  la 
Ang-(1-7) durante 30 min (figura 37), demostrando que el R no es direccionado a 
los lisosomas para su posterior degradación después de la estimulación con el 
agonista.  




Figura 37: El R Mas no es direccionado a los lisosomas luego del estímulo con Ang-(1-7) en 
las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY y SHR fueron incubadas con la Ang-(1-7) durante 30 min, fijadas y marcadas con un 
anticuerpo anti-R Mas (verde). Los lisosomas fueron marcados con una sonda marcadora de 
lisosomas (LysoTracker) (rojo). Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un 
objetivo de inmersión 60x. 25 células por experimento fueron analizadas (tres experimentos 
independientes). Barra de escala= 5 μm. 
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En conjunto, nuestros resultados demuestran que el R Mas es internalizado 
por caveolas y por vesículas con cubierta de clatrina y luego es reciclado a la 
membrana plasmática por vesículas de reciclado lento tanto en las neuronas del 
tronco encefálico de ratas WKY como de ratas SHR. Sin embargo, una mayor 
fracción del R Mas es internalizado a los endosomas tempranos, mientras que una 
menor fracción es reciclada a la membrana plasmática en las neuronas de ratas 
SHR. Ello resultaría finalmente en un menor número del R Mas en la membrana 
plasmática en las neuronas de las ratas SHR comparado con las de WKY. 
 
6.2.6-El R Mas es translocado al núcleo celular solo en las neuronas de ratas 
SHR 
 
Para investigar la presencia del R Mas en el núcleo celular de las 
neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR se analizó la colocalización 
del R Mas con una sonda marcadora de ADN, Hoechst 33258, mediante 
inmunofluorescencia, en células incubadas en ausencia o presencia de la Ang-(1-
7). Como se muestra en la figura 38, el R Mas colocalizó con el marcador 
nuclear después de 30 min de estímulo con la Ang-(1-7) solo en las neuronas de 
las ratas SHR.  
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Figura 38: El R Mas colocaliza con el marcador de núcleo celular en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas SHR estimuladas con la Ang-(1-7). Las neuronas del tronco encefálico de 
ratas WKY (A) y SHR (B) fueron incubadas en ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) 
durante 30 min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas (verde) y con Hoechst 33258 
(azul), marcador de núcleo. Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo 
de inmersión 60x. 25 células por experimento fueron analizadas (tres experimentos 
independientes). Barra de escala= 5 μm. 
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Se cuantificó la fracción de R en el núcleo de estas neuronas en 
condiciones basales y después de 15 o 30 min de estímulo con la Ang-(1-7). La 
fracción del R Mas en el núcleo celular aumentó un 60 ± 14 % después de 30 
min de estímulo con la Ang-(1-7) en las neuronas de ratas SHR, pero no se 
observaron cambios significativos en la fracción del R Mas en el núcleo luego 




Figura 39: La Ang-(1-7) induce un aumento de la fracción del R Mas en el núcleo celular en 
las neuronas del tronco encefálico de ratas SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas 
WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (0 min) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 o 30 
min, fijadas y marcadas con un anticuerpo anti-R Mas y con Hoechst 33258, un marcador de 
núcleo celular. Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 
60x y se cuantificó la fracción del R Mas en el núcleo celular. Cada barra representa la media ± 
ESM de 4 preparaciones independientes. * p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min. 
 
   Para corroborar estos resultados, los núcleos de las neuronas del tronco 
encefálico, previamente incubados en ausencia o presencia de la Ang-(1-7) 
durante 30 min, fueron aislados y el contenido proteico del R Mas en el núcleo 
celular fue determinado por Western-blot. El contenido proteico del R Mas en el 
núcleo celular resultó ser mayor en las neuronas de las ratas SHR respecto de las 
ratas WKY en condiciones basales, lo cual demuestra la presencia del R Mas en 
el núcleo de las neuronas. Luego de 30 min de estímulo con la Ang-(1-7) el 
contenido proteico del R Mas aumentó solo en las neuronas de las ratas SHR 
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(figura 40), lo cual sugiere que el R Mas es translocado al núcleo luego del 





Figura 40: La Ang-(1-7) induce un aumento en el contenido proteico del R Mas en el núcleo 
de las neuronas del tronco encefálico de ratas SHR. El contenido proteico del R Mas fue 
determinado por Western-blot en los núcleos aislados de neuronas del tronco encefálico de ratas 
WKY y SHR previamente incubadas en ausencia (0) o presencia de la Ang-(1-7) durante 30 min. 
Se utilizó Nup62 (marcador nuclear) como control de carga. Los resultados se expresaron como 
porcentaje de cambio respecto de la respuesta basal en WKY (WKY tiempo 0 min). Cada barra 
representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. *p<0,05 comparado con WKY 
tiempo 0 min; #p<0,05 comparado con SHR tiempo 0 min. 
 
Se corroboró que el método de fraccionamiento subcelular utilizado fue efectivo 
para obtener las fracciones nucleares puras (figura 41). La fracción nuclear 
presentó contenido proteico de Nup62, marcador de núcleo, pero no se detectó 
contenido proteíco de GAPDH (figura 41). En la fracción citoplasmática se 
detectaron GAPDH y Nup62 (figura 41). Se obtuvieron fracciones citoplasmáticas 
contaminadas con núcleo debido a que se priorizó la obtención de fracciones 
nucleares libres de citosol. 
 






Figura 41: El método de fraccionamiento subcelular es efectivo en la obtención de fracciones 
nucleares puras. Se evaluó la pureza de las fracciones subcelulares obtenidas a partir de neuronas 
de ratas WKY y SHR mediante Western-blot. Se estudió el contenido proteico de Nup62, 
marcador de núcleo, y de GAPDH, marcador de citosol en las fracciones nucleares y 
citoplasmáticas.  
 
Para confirmar que el R Mas es translocado al núcleo luego del estímulo 
con su ligando, las neuronas fueron incubadas en ausencia o presencia de la Ang-
(1-7) y luego se aislaron los núcleos y se determinaron los niveles de la Ang-(1-7) 
por RIA. De haber translocación del R con el ligando unido a él se esperaría un 
aumento en los niveles del ligando en el núcleo celular. Como se observa en la 
figura 42, los niveles de la Ang-(1-7) intranucleares en condiciones basales fueron 
4,9 ± 0,3 veces mayores en las neuronas de ratas SHR que en las de ratas WKY. 
Luego de 30 min de estímulo de las neuronas con la Ang-(1-7) se observó un 
aumento de 2,8 ± 0,6 veces en el contenido intranuclear de la Ang-(1-7) en los 
núcleos de las neuronas de las ratas SHR, mientras que en las neuronas de ratas 
WKY no se observaron cambios (figura 42). Estos resultados demuestran que el R 
















Figura 42: Luego del estímulo con la Ang-(1-7), los niveles intranucleares de la Ang-(1-7) 
aumentan en neuronas del tronco encefálico de ratas SHR. Las neuronas del tronco encefálico 
de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (0 min) o presencia de la Ang-(1-7) durante 30 
min y los núcleos celulares fueron aislados. Los niveles de la Ang-(1-7) intranucleares fueron 
cuantificados por RIA. Cada barra representa la media ± ESM de 4 preparaciones independientes. 
* p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min; # p<0,05 comparado con SHR tiempo 0 min. 
 
Para investigar si el R Mas es translocado a la membrana nuclear o dentro 
del núcleo celular, las neuronas fueron incubadas en ausencia o presencia de Ang-
(1-7) durante 30 min y se evaluó la colocalización del R Mas con un marcador de 
membrana nuclear, la nucleoporina Nup62, por inmunofluorescencia. En la figura 
43 A se observa que el R Mas colocalizó con Nup62 en las neuronas de ratas SHR 
previamente estimuladas con la Ang-(1-7). Para observar este resultado con 
mayor detalle, se obtuvo un mapa de colocalización utilizando el software ImageJ. 
El mapa de colocalización entre el R Mas y el marcador de membrana nuclear 
mostró que, si bien la mayor fracción del R Mas colocalizó con Nup62, existe una 











Figura 43: El R Mas colocaliza con el marcador de membrana nuclear en las neuronas del 
tronco encefálico de ratas SHR estimuladas con la Ang-(1-7). A) Las neuronas del tronco 
encefálico de ratas SHR fueron incubadas en presencia de la Ang-(1-7) durante 30 min, fijadas y 
marcadas con un anticuerpo anti-R Mas (verde) y con un anticuerpo anti-Nup62 (rojo), marcador 
de membrana nuclear. Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de 
inmersión 60x. 25 células por experimento fueron analizadas (tres experimentos independientes). 
Barra de escala= 5 μm. B) Mapa de colocalización entre el R Mas y Nup62. Se observan en blanco 
los píxeles colocalizantes.  
 
En conjunto, estos resultados demuestran que el estímulo con la Ang-(1-7) 
induce la translocación del R Mas al núcleo celular solo en las neuronas de las 
ratas SHR. El R translocado al núcleo se localiza mayoritariamente en la 
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6.2.7-El R Mas interactúa con los Rs B2 y AT1 de manera diferencial en las 
neuronas de las ratas WKY y SHR 
 
La actividad y el tráfico de los RAPGs pueden ser alterados o modificados 
debido a la heteromerización con otros Rs (Farran, 2017). Debido a que nuestros 
resultados demuestran que el R Mas presenta un tráfico diferencial en las 
neuronas del tronco encefálico de ratas SHR, y ello podría ser consecuencia de la 
heteromerización con otros Rs, investigamos la interacción entre el R Mas y el R 
AT1 o el R B2. Para ello, las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR 
fueron incubadas en ausencia o presencia de la Ang-(1-7) y se determinó la 
interacción entre el R Mas y el R AT1 o el R B2 mediante el ensayo de ligación 
por proximidad (PLA, sigla en inglés de proximity ligation assay). En esta 
técnica, la heteromerización entre los Rs se observa como un punto rojo, 
indicativo de interacción. 
La figura 44 muestra que el R Mas interacciona con el R B2 en 
condiciones basales y luego del estímulo con la Ang-(1-7) tanto en las neuronas 
de ratas WKY como de ratas SHR. Es interesante destacar que el aumento 
observado en los puntos de interacción R Mas-R B2 inducido por el estímulo con 
la Ang-(1-7) en las neuronas de ratas SHR ocurre en el núcleo celular (figura 44). 
Al cuantificar los puntos de interacción observamos que, aunque el número de 
heterómeros R Mas-R B2 fue muy bajo en condiciones basales tanto en las 
neuronas de ratas WKY como de ratas SHR, la Ang-(1-7) indujo un aumento en el 
número de heterómeros R Mas-R B2 en ambas cepas que fue significativamente 



















Figura 44: El R Mas interacciona con el R B2 en las neuronas del tronco encefálico de las 
ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY (A) y de ratas SHR (B) 
fueron incubadas en ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. Las células 
fueron fijadas y se realizó el ensayo de PLA como se describió en metodología experimental. La 
interacción entre los Rs se observa como puntos rojos. Los núcleos fueron marcados con Hoechst 
33258 (azul). Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 
60x. 25 células por experimento fueron analizadas (tres experimentos independientes). Barra de 














Figura 45: La Ang-(1-7) induce un aumento en el número de heterómeros R Mas-R B2 en  
las neuronas del tronco encefálico de las ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas en ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) 
durante 15 o 30 min. Las células fueron fijadas y se realizó el ensayo de PLA como se describió en 
metodología experimental. La interacción entre los Rs se observa como puntos rojos. Se 
obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 60x y se 
cuantificaron los puntos rojos por célula. Cada barra representa la media ± ESM de 4 
preparaciones independientes. *p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min; #p<0,05 comparado 
con SHR tiempo 0 min.; ≠ p<0,05 comparado con WKY tiempo 15 min. 
 
Respecto a la interacción entre el R Mas y el R AT1, en la figura 46 se 
observa que el R Mas interaccionó con el R AT1 en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR. A diferencia de lo observado para el R Mas-R 
B2, el heterómero R Mas-R AT1 se observó predominantemente en el citosol 
tanto en las neuronas de ratas WKY como de ratas SHR, aunque se observaron 
algunos puntos de interacción en el núcleo celular en neuronas de ambas cepas 
luego del estímulo con la Ang-(1-7) (figura 46). Al cuantificar el número de 
heterómeros observamos que las neuronas de ratas SHR presentaron mayor 
número de heterómeros R Mas-R AT1 respecto de las ratas WKY en condiciones 
basales (figura 47). Sin embargo, la Ang-(1-7) solo indujo un aumento en el 
número de heterómeros R Mas-R AT1 en las neuronas de las ratas WKY.  








Figura 46: El R Mas interacciona con el R AT1 en las neuronas del tronco encefálico de las 
ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY (A) y de ratas SHR (B) 
fueron incubadas en ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. Las células 
fueron fijadas y se realizó el ensayo de PLA como se describió en metodología experimental. La 
interacción entre los Rs se observa como puntos rojos. Los núcleos fueron marcados con Hoechst 
33258 (azul). Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un objetivo de inmersión 
60x. 25 células por experimento fueron analizadas (tres experimentos independientes). Barra de 














Figura 47: El R Mas interacciona con el R AT1 en las neuronas del tronco encefálico de las 
ratas WKY y SHR. Las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR fueron incubadas en 
ausencia (basal) o presencia de la Ang-(1-7) durante 15 o 30 min. Las células fueron fijadas y se 
realizó el ensayo de PLA como se describió en metodología experimental. La interacción entre los 
Rs se observa como puntos rojos. Se obtuvieron imágenes en un microscopio confocal con un 
objetivo de inmersión 60x y se cuantificaron los puntos rojos por célula. Cada barra representa la 
media ± ESM de 4 preparaciones independientes. *p<0,05 comparado con WKY tiempo 0 min. 
 
Estos resultados demuestran que el R Mas interactúa tanto con el R B2 
como con el R AT1 en las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR en 
condiciones basales. Luego del estímulo con la Ang-(1-7) estas interacciones 
tienen un patrón diferente en ambas cepas: en las neuronas de ratas WKY la Ang-
(1-7) induce un aumento en la formación de los heterómeros R Mas-R B2 y R 
Mas-R AT1, mientras que en las neuronas de ratas SHR la Ang-(1-7) solo 
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Discusión           
 
El tráfico de Rs cumple una función crítica en la regulación de la 
señalización inducida por el estímulo del R y es de fundamental importancia tanto 
para la homeostasis celular como para la respuesta molecular a una perturbación 
fisiológica (Scita y col., 2010; Tian y col., 2014; Klumperman y col., 2014).  
Si bien se ha estudiado el tráfico de otros RAPGs en diferentes tipos de 
células, el tráfico del R Mas no ha sido estudiado previamente en ningún tipo 
celular. En el presente trabajo se estudió, en primer lugar, el mecanismo de 
internalización y tráfico del R Mas en las células HEK293T. A través de un 
siRNA para el silenciamiento de la expresión proteica de la Cav-1, componente 
fundamental de las caveolas, o mediante una dominante negativa (EPS (-)) para la 
Eps15, una proteína implicada en la internalización por vesículas con cubierta de 
clatrina, o mediante el uso de una dominante negativa (DynK44) para la dinamina, 
proteína necesaria para el clivaje de la membrana invaginada tanto para la 
internalización mediada por las caveolas o por vesículas con cubierta de clatrina, 
demostramos que el R Mas fue endocitado mediante caveolas y vesículas con 
cubierta de clatrina de marera dinamina dependiente. Una vez dentro de la célula, 
el R Mas fue reciclado a la membrana plasmática por vesículas de reciclaje lento.  
En ciertos casos, la sobreexpresión de proteínas afecta su función y 
favorece la interacción de proteínas que no interaccionan en condiciones 
fisiológicas. En el presente estudio, solo el R Mas fue sobreexpresado, y las 
proteínas endógenas, tales como Cav-1 y β-arrestina2, fueron silenciadas; por lo 
tanto, los resultados obtenidos sobre el mecanismo de internalización del R a 
partir de sobreexpresar al R Mas en las células HEK293T no serían consecuencia 
de una asociación entre el R y estas proteínas debido a la sobreexpresión. De 
hecho, el R Mas expresado endógenamente en las neuronas del tronco encefálico 
de ratas normotensas WKY presentó el mismo tráfico intracelular que el 
observado en las células HEK293T.   
El mecanismo por el cual un RAPG es internalizado es específico para 
cada R. Por ejemplo, la endocitosis del R AT1 ocurre predominantemente a través 
de un mecanismo dependiente de β-arrestina y de dinamina (Gáborik y col., 
2001). En contraste, el R AT2 no se internaliza después de la estimulación con el 
agonista (Hynyady, 1999). Nuestros resultados demuestran que el R Mas fue 
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internalizado mediante vesículas con cubierta de clatrina y por caveolas en las 
células HEK293T mediante un mecanismo dependiente de dinamina. La 
internalización por caveolas fue descripta también para otros RAPGs. Por 
ejemplo, el R B2 de bradiquinina es internalizado principalmente por caveolas en 
las células HEK293 (Takano y Matsuyama, 2014), mientras que el R de 
serotonina 5-HT2A lo hace mediante un mecanismo dependiente de clatrina y de 
dinamina en las células de glioma C6 (Darmon y col., 2014). A su vez, el R de 
serotonina 5-HT2A interacciona con Cav-1 en las membranas sinápticas obtenidas 
del cerebro de rata (Darmon y col., 2014). Estos ejemplos demuestran claramente 
que el mecanismo de internalización de un R no solo es específico para cada R, 
sino que puede presentar diferencias según el tipo celular. 
La internalización del R Mas a través de las caveolas resultaría en la 
activación de diferentes vías de señalización dependientes de proteína G, como 
fue descripto por ejemplo para el caso del R de 5-HT2A de serotonina, donde la 
interacción del R con la Cav-1 resulta en la activación de la proteína Gq (Darmon 
y col., 2014). Las caveolas, al igual que las balsas lipídicas (o en inglés lipid 
rafts), también pueden actuar como señalosomas de los RAPGs, siendo tanto un 
sitio donde puede ocurrir la desensibilización del R como un sitio para amplificar 
localmente la señalización de un R (West y Hanyaloglu, 2015). Se ha demostrado 
que muchos RAPGs, subunidades de proteínas G y sistemas enzimáticos efectores 
se encuentran agrupados en las caveolas (Oh y col., 2001; Chini B y col. 2004; 
Shvets y col., 2014). La localización de los RAPGs en las caveolas y la 
internalización por las vesículas con cubierta de clatrina o por caveolas constituye 
un mecanismo potencial para reprogramar la señalización de un RAPG en Rs 
expuestos a ambientes hormonales cambiantes (West y Hanyaloglu, 2015). 
La internalización de los Rs por diferentes rutas endocíticas puede 
determinar el destino del R en la célula y por lo tanto modificar la respuesta 
celular. En el caso del R del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, sigla en 
inglés para epidermis growth factor receptor) y del R del factor de crecimiento 
transformante β (TGF β, sigla en inglés para transforming growth factor β) la 
endocitosis mediada por vesículas con cubierta de clatrina conduce al reciclado 
del R a la membrana, mientras que la endocitosis independiente de clatrina dirige  
al R a los lisosomas para su posterior degradación y a la consecuente extinción de 
la señalización del mismo (Scita y Di Fiore, 2010). El R Mas fue endocitado por 
vesículas con cubierta de clatrina y por caveolas, sin embargo, el contenido 
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proteico del R Mas no se vio modificado luego de 60 min de estímulo con la Ang-
(1-7) y no se observó colocalización del R Mas con el marcador específico de 
lisosomas, indicando que el R no es direccionado a los lisosomas para ser 
degradado. Por lo tanto, la endocitosis del R Mas a través de las caveolas, a 
diferencia de lo demostrado para el EGFR y para el R de TGF β, no está asociada 
a la degradación del R. La implicancia de la internalización del R Mas por 
caveolas y por vesículas con cubierta de clatrina resta aún ser esclarecida. 
Algunos RAPGs son direccionados a los lisosomas para su degradación, 
luego de ser internalizados, mientras que otros Rs son reciclados a la membrana 
plasmática (Skieterska y col., 2017). El R Mas, luego del estímulo con su ligando, 
fue reciclado a la membrana plasmática. Otros RAPGs, como los Rs 
metabotrópicos 1 y 5 del glutamato, el R de la folitropina humana, diferentes Rs 
opioides, Rs de acetilcolina o de glicina, son degradados por los proteasomas en 
condiciones basales y luego del estímulo con el correspondiente agonista (Lin y 
Man, 2013; Skieterska y col., 2017). En cambio, el R AT1 es direccionado a los 
lisosomas, pero también es reciclado a la membrana plasmática mediante 
vesículas de reciclado rápido y vesículas de reciclado lento y, cuando interacciona 
con el R D5 de dopamina es direccionado a los proteasomas para su degradación 
(Li y col., 2008). Estos ejemplos refuerzan el concepto de que el tráfico de un 
RAPG es específico para cada tipo de R. Es posible que una fracción del R Mas 
sea direcccionada a los lisosomas o a los proteasomas para su degradación a 
tiempos de estímulo mayores a los tiempos estudiados (tiempos mayores a 60 
min). Sin embargo, a los tiempos estudiados, el R Mas es mayormente reciclado a 
la membrana plasmática, no habiéndose observado una colocalización 
significativa entre el R Mas y los lisosomas luego del estímulo. 
El tráfico de los Rs desde los endosomas tempranos involucra a pequeñas 
proteínas de unión a GTP: Rab4 y Rab11 (Magalhaes y col., 2012; Stenmark, 
2009). Rab4 está involucrada en el reciclado de los Rs a través de vesículas de 
reciclado rápido, mientras que Rab11 está implicada en el reciclado a través de 
vesículas de reciclado lento. El R AT1 es reciclado a la membrana plasmática 
mediante un mecanismo dependiente tanto de Rab4 como de Rab11 (Li y col., 
2008). A diferencia del R AT1, el R Mas fue reciclado por vesículas de reciclado 
lento a la membrana plasmática 30 min después de la internalización del R, 
quedando la célula resensibilizada para responder a un nuevo estímulo. El 
reciclado lento del R a la membrana permite, a su vez, una señalización 
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intracelular de mayor duración e involucra la reubicación del R en dominios 
específicos de la membrana favoreciendo una determinada respuesta. 
Diversas evidencias demuestran que los RAPGs se localizan en el núcleo, 
en forma constitutiva o por translocación luego de ser endocitados por la 
estimulación con sus ligandos (Re y col., 1984; Booz y col., 1992; Savard y col., 
2008; Tadevosyan y col., 2010; Gwathmey y col., 2010; Cook y Re, 2012). Por 
ejemplo, se ha demostrado que el R AT1 es translocado al núcleo luego de ser 
estimulado por su ligando en las neuronas del hipotálamo y del tallo cerebral de 
rata (Lu y col., 1998), mientras que el R B2 de bradiquinina se expresa 
constitutivamente en la membrana nuclear de las células HEK293 unido a la 
laminina C (Savard y col., 2008). En cuanto a la localización del R Mas en el 
núcleo celular, se ha demostrado que este R se localiza en los núcleos aislados de 
la corteza renal de oveja y que su activación promueve la generación de NO 
(Gwathmey y col., 2010). Se desconoce aún si el R Mas es translocado al núcleo 
luego del estímulo con su ligando, como ocurre con el R AT1 (Lu y col., 1998). 
En el presente estudio no se observó localización nuclear del R Mas en las células 
HEK293T ni translocación al núcleo después del estímulo con la Ang-(1-7). La 
expresión proteica del R Mas en el núcleo parecería ser dependiente de la especie.  
Los endosomas tempranos son estaciones clave de señalización: sostienen 
señales que se originan en la membrana plasmática y generan señales únicas que 
están prohibidas en la membrana plasmática, contribuyendo así a la 
diversificación y especificidad de la señal (Scita y Di Fiore, 2010). En este trabajo 
se demostró que la activación de Akt y ERK1/2 mediada por el R Mas ocurrió una 
vez que el R fue internalizado a través de vesículas con cubierta de clatrina. Un 
hallazgo similar se describió para el EFGR (Scita y Di Fiore, 2010). En los 
endosomas, el EGFR internalizado recluta dos efectores relacionados con Rab5 
que conducen a la activación de Akt (Scita y Di Fiore, 2010).  
La β-arrestina1 y la β-arrestina2 son las dos isoformas involucradas en la 
interacción con los RAPGs y en la endocitosis de estos Rs por vesículas con 
cubierta de clatrina. Ambas isoformas interactúan con la subunidad β2-adaptina 
del complejo adaptador AP2 y con la clatrina para inducir la endocitosis de los 
RAPGs a través de vesículas con cubierta de clatrina (Tian y col., 2014; West y 
Hanyaloglu, 2015). Hoy en día se conoce que las β-arrestinas, además de inducir 
la desensibilización de los RAPGs, son también capaces de iniciar vías de 
señalización, que a menudo son espacial y temporalmente distintas de la 
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señalización mediada por la proteína G, y dan como resultado señales celulares 
únicas, con diversas consecuencias fisiológicas y fisiopatológicas (Smith y 
Rajagopal, 2016). Las -arrestinas funcionan como andamios para Raf-1, MEK1 y 
ERK1/2, secuestrando a ERK1/2 en el citosol. El aislamiento de ERK1/2 en el 
citosol impide la translocación de la misma al núcleo, y la consecuente 
estimulación de la transcripción (Smith y Rajagopal, 2016). En el presente trabajo 
se demostró que la activación de ERK1/2 se desencadenó cuando el R Mas fue 
internalizado a través de vesículas con cubierta de clatrina a través de un 
mecanismo dependiente de -arrestina2. Sin embargo, la activación de Akt desde 
los endosomas tempranos resultó ser independiente de la -arrestina2. En 
concordancia, se ha demostrado que la activación de Akt inducida por la 
estimulación del EGFR una vez internalizado es independiente de las -arrestinas 
(Scita y Fiore, 2010). Para el caso del R AT1, la β-arrestina2 sirve como un 
adaptador de señalización dependiente del estado de fosforilación del R. Cuando 
el R AT1 es fosforilado por GRK2 o GRK3, la β-arrestina2 interacciona con el R 
y es capaz de funcionar como un adaptador endocítico, pero no como un 
adaptador de señalización. Por el contrario, cuando la β-arrestina2 se une al 
mismo R fosforilado, pero por las isoformas GRK5 o GRK6, funciona como un 
adaptador de señalización que conduce a la activación de ERK1/2 (Shenoy y 
Lefkowitz 2011). Las diferentes isoformas de las GRKs establecerían diferentes 
patrones o ¨códigos de barras¨ de fosforilación que determinarían el rol de la β-
arrestina como adaptador de la internalización del R o adaptador de la 
señalización del R (Shenoy y Lefkowitz, 2011).  
La unión de las β-arrestinas a los RAPGs compite con la proteína G por la 
interacción con el R y puede dar lugar a distintas respuestas celulares. Por 
ejemplo, mientras que el R AT1 cardíaco promueve la hipertrofia y la 
proliferación de cardiomiocitos a través de la clásica vía proteína Gq-PKC, una 
mutación en el R AT1, que impide el acople del mismo a la proteína G, aumenta 
la contractilidad cardíaca a través de la unión a la β-arrestina2 (Zhai y col., 2005; 
Rajagopal y col., 2006; Siryk-Bathgate y col., 2013). Por lo tanto, el estudio de la 
internalización y tráfico de los RAPGs, así como de proteínas reguladoras, como 
las GRKs y las β-arrestinas, y la mejor comprensión de la señalización intracelular 
de estos Rs, expandería el panorama terapeútico en patologías con alta prevalencia 
como la insuficiencia cardíaca.  
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La β-arrestina2 no sólo es mediadora de la endocitosis de los RAPGs o de 
la señalización independiente de proteína G de estos Rs, sino que también media 
la ubiquitinación de los RAPGs actuando como adaptadores de ligasas de 
ubiquitina (Shukla y col., 2011). La ubiquitinación de los Rs permite el 
direccionamiento de los mismos hacia los proteasomas o lisosomas para su 
degradación (Smith y Rajagopal, 2016). En el presente trabajo no se observaron 
cambios en el contenido proteico del R Mas luego del estímulo con la Ang-(1-7) 
ni el direccionamiento del R Mas hacia los lisosomas por lo cual se descartó que 
para el caso del R Mas la β-arrestina2 actué como un adaptador de ligasas de 
ubiquitina. 
En conclusión, demostramos que en las células HEK293T transfectadas 
con la construcción que codifica para el R Mas, el R Mas es internalizado por 
vesículas con cubierta de clatrina y por caveolas mediante un mecanismo 
dependiente de dinamina. Una vez endocitado, el R Mas induce la activación de 
ERK1/2 y de Akt desde los endosomas tempranos, siendo la activación de 
ERK1/2 dependiente de la β-arrestina2. Luego el R es reciclado lentamente a la 
membrana. La internalización y el tráfico de los RAPGs debe ser estrictamente 
regulada por la célula ya que determina la señalización inducida por ese R y, por 
ende, la respuesta celular. 
Debido a que dicho estudio fue realizado en células que no expresan 
endógenamente el R Mas, decidimos evaluar la internalización y el tráfico del R 
Mas en condiciones fisiológicas utilizando, para tal fin, cultivos primarios de 
neuronas del tronco encefálico de ratas normotensas. Asimismo, y teniendo en 
cuenta que alteraciones en el tráfico de Rs están asociados al desarrollo de algunas 
patologías (Rengo y col., 2011; Thompson  y col., 2014; Progida y Bakke, 2016), 
exploramos también la internalización y el tráfico del R Mas en condiciones 
patológicas, como la HTA, utilizando para ello cultivos de neuronas del tronco 
encefálico de ratas SHR. 
La caracterización de los cultivos obtenidos para llevar a cabo el presente 
trabajo demostró que estos presentaron una alta pureza de neuronas. Se ha 
reportado que el R Mas se localiza principalmente en neuronas de importantes 
núcleos reguladores de la función cardiovascular tales como el NTS, la CVLM, la 
RVLM y la oliva inferior (Becker y col., 2007), sitios ampliamente reportados 
como sitios de acción de la Ang-(1-7) en el cerebro (Gironacci y col., 2012). En 
concordancia, demostramos que el R Mas se localiza en las neuronas del tronco 
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encefálico, tanto de neuronas del tronco encefálico de ratas WKY como de SHR, 
siendo el contenido proteico de este R mayor en las neuronas de las ratas SHR. De 
acuerdo con esto, en cultivos neuronales mixtos de hipotálamo y tronco encefálico 
el contenido proteico del R Mas también resultó mayor en las neuronas de las 
ratas SHR que en las de las ratas WKY (Lopez Verrilli y col., 2012). En 
contraposición, Agarwal y col. (2011) han demostrado que el contenido proteico 
del R Mas se encuentra disminuido en las neuronas del hipotálamo y del tronco 
encefálico de ratas SHR de 7 semanas de edad, con respecto a lo observado en las 
neuronas de ratas WKY. Sin embargo, el ejercicio crónico induce un aumento del 
80% en el contenido proteico del R Mas solo en las neuronas de las ratas SHR, 
observándose en este caso un mayor contenido proteico del R Mas en las neuronas 
de las ratas SHR con respecto a las ratas normotensas (Agarwal y col., 2011). 
Niveles intracelulares de la Ang II endógena han sido reportados en 
distintos tipos de células, tales como los miocitos ventriculares de rata, las 
neuronas de la corteza cerebelosa de rata, las células del riñón de rata y en las 
neuronas dopaminérgicas de rata (Inagami y col., 1991; Erdmann y col., 1996; 
Baker y col., 2004; Singh y col., 2008; Villar-Cheda y col., 2017), así como 
también en los núcleos de las células endoteliales, de los hepatocitos y de las 
neuronas de rata y en las células NRK52-E epiteliales del túbulo proximal 
(Erdmann y col., 1996; Alzayadneh y col., 2015; Villar-Cheda y col., 2017). La 
Ang-(1-7) también ha sido detectada a nivel intracelular e intranuclear en las 
células NRK52-E (Alzayadneh y col., 2015). En el cerebro, la Ang-(1-7) fue 
detectada por inmunomarcación en áreas relacionadas con la regulación de la 
presión arterial y el equilibrio hidroelectrolítico (Block y col., 1988), al igual que 
el R Mas (Backer y col., 2004), el R AT1 y la Ang II (Mendelsohn y col., 1984; 
MacGregor y col., 1995; McKinley y col., 2003). La Ang-(1-7) y la Ang II en las 
neuronas, junto con otras Angs, constituyen vías angiotensinérgicas importantes 
para la función neuronal y para la regulación de funciones cardiovasculares 
(McKinley y col., 2003). En el presente trabajo determinamos los niveles 
intraneuronales de la Ang-(1-7) y de la Ang II en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR. Los niveles endógenos de ambas Angs se 
encontraron disminuidos en las neuronas de las ratas SHR con respecto a las de 
las ratas WKY. En concordancia, Hermann y col. (1984) demostraron que los 
niveles de la Ang II y de la Ang I se encuentran disminuidos en el hipotálamo de 
ratas SHR de 2 meses de edad con respecto a lo observado en las ratas WKY. Sin 
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embargo, en el hipotálamo de ratas jóvenes con HTA inducida por coartación 
aórtica se observaron niveles aumentados de la Ang-(1-7) con respecto a las ratas 
normotensas, sin observarse diferencias en los niveles de la Ang II entre estas 
ratas (Gironacci y col., 2007). Por otro lado, niveles equimolares de la Ang-(1-7) 
y de la Ang II se reportaron en el hipotálamo, la médula oblonga y en la amígdala 
de ratas normotensas jóvenes (Chappell y col., 1989; Gironacci y col., 2007). Lo 
contrario se reportó en la glándula suprarrenal de ratas normotensas jóvenes, 
donde los niveles de la Ang II fueron mayores a los de la Ang-(1-7) (Chappell y 
col., 1989). En el presente trabajo los niveles endógenos de la Ang-(1-7) 
duplicaron a los de la Ang II en las neuronas del tronco encefálico de ratas tanto 
WKY como SHR recién nacidas. Estudios realizados en nuestro laboratorio 
demostraron que los niveles de la Ang-(1-7) y de la Ang II, en diferentes áreas del 
cerebro, aumentaron con la edad en las ratas SHR. En ratas recién nacidas, 
observamos menores niveles de la Ang-(1-7) y de la Ang II en el tronco 
encefálico, hipotálamo e hipocampo de ratas SHR con respecto a las ratas 
normotensas (Sirri y col., trabajo inédito). En concordancia, en este trabajo 
observamos menores niveles de la Ang-(1-7) y de la Ang II en neronas del tronco 
encefálico de ratas SHR. Sin embargo, a los 3 meses de edad, los niveles de la 
Ang-(1-7) y de la Ang II se equipararon en las ratas hipertensas y normotensas 
tanto en el tronco encefálico como en el hipotálamo y en el hipocampo (Sirri y 
col. trabajo inédito). En concordancia, otros autores demostraron que los niveles 
de la Ang II aumentan con la edad en el cerebro de las ratas SHR (Yang y col., 
1991). El contenido proteico de los Rs, de las enzimas que catalizan la generación 
y degradación de los diferentes componentes del SRA y los niveles de los 
ligandos del SRA tisular pueden presentar cambios según el estado fisiológico del 
tejido, la edad del animal y el estilo de vida (Yang K y col., 1991; Agarwal y col., 
2011), y ello explicaría la diferencia en los resultados obtenidos en el presente 
trabajo y los reportados por otros autores. 
A pesar de que los niveles de las Angs se encontraron disminuidos en las 
neuronas de las ratas SHR, la relación Ang-(1-7)/Ang II fue similar en las 
neuronas de ratas de ambas cepas. Se podría sugerir que las enzimas que catalizan 
la generación de las Angs tendrían una actividad similar en las neuronas de las 
ratas recién nacidas WKY y SHR y que la diferencia en los niveles de estos 
péptidos entre ambas cepas podría deberse a una diminución en el contenido de 
angiotensinógeno cerebral en las neuronas de ratas SHR. Sin embargo, se ha 
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reportado que el contenido proteico de la ECA2, enzima que cataliza la 
generación de la Ang-(1-7) a partir de la Ang II, es menor en el hipotálamo, en el 
NTS y en la RVLM de las ratas SHR en comparación con las ratas WKY 
(Yamazato y col., 2007; Yamazato y col., 2011; Wang y col., 2017). A pesar de 
que el contenido proteico de la ECA2 está disminuido a nivel central en las ratas 
SHR, no existen reportes acerca de la actividad enzimática de la ECA2 cerebral en 
estas ratas. Por otra parte, en ratas hipertensas se reportó mayor actividad 
enzimática de la renina en los núcleos hipotalámicos y del tronco encefálico 
relacionados con la regulación de la función cardiovascular, (Inagami y col., 
1982) y un mayor contenido de angiotensinógeno, en el hipotálamo y el área 
preóptica (Yongue y col., 1991), en comparación con las ratas normotensas. Sin 
embargo, si bien el contenido del angiotensinógeno cerebral en las ratas SHR de 6 
semanas de edad resultó mayor respecto del detectado en las ratas WKY, los 
niveles del angiotensinógeno fueron similares en las ratas WKY y SHR de 14 
semanas de edad (Tamura K y col., 1996), es decir, aumentaron con la edad en las 
ratas WKY. La explicación de porqué los niveles de las Angs se encuentran 
disminuidos en las neuronas de las ratas SHR manteniéndose la relación Ang-(1-
7)/Ang II y la implicancia fisiológica de esto requiere una investigación más 
profunda al respecto. 
El presente trabajo demuestra que tanto el contenido proteico del R Mas 
como los niveles de la Ang-(1-7) en el núcleo resultaron mayores en las neuronas 
de ratas SHR respecto de ratas WKY. El contenido proteico del R Mas se 
encontró aumentado en las neuronas de ratas SHR con respecto a WKY, tanto 
cuando se evaluó el contenido total del R en la célula como cuando se evaluó el 
contenido del R en el núcleo. Es posible que el aumento total del contenido 
proteico del R Mas en las neuronas de ratas hipertensas se deba al mayor 
contenido del R Mas en el núcleo. De hecho, se observó una disminución en la 
unión de la Ang-(1-7) en las neuronas de las ratas SHR. Esto podría deberse a una 
disminución en el número de Rs en la membrana celular o a una menor afinidad 
de los Rs presentes en la membrana por el ligando o a una combinación de ambas 
situaciones. 
Se detectaron múltiples componentes del SRA que pueden contribuir a la 
formación intracelular de la Ang-(1-7) (Gwathmey y col., 2012). Se ha 
demostrado que la ECA2 está presente en el citoplasma de las neuronas 
contribuyendo a la generación de la Ang-(1-7) dentro de la célula (Doobay y col., 
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2007). La renina intracelular puede provenir de renina o prorenina circulante o ser 
sintetizada localmente (Xu y col., 2016). La prorenina y la renina circulantes 
pueden unirse al RProR, un R de membrana, permitiendo así la internalización de 
las mismas, la activación proteolítica de la prorenina, y la posterior generación 
intracelular de la Ang I (Xu y col., 2016). A su vez, las Angs pueden provenir del 
medio extracelular, unirse a sus Rs y ser internalizadas junto con ellos dentro de 
las células. Por ejemplo, la Ang II intracelular en las células renales proviene, 
principalmente, del medio extracelular y es internalizada junto al R AT1 dentro de 
la célula (van Kats y col., 2001). En los cardiomiocitos, el complejo Ang II-R 
AT1 formado con la Ang II circulante es internalizado contribuyendo a los niveles 
intracardíacos de la Ang II y de otras Angs (De Mello y col., 2017). En los 
núcleos de las células epiteliales tubulares se ha demostrado la existencia de 
renina, prorenina, RProR, angiotensinógeno, cantidades equimolares de la Ang II 
y de la Ang-(1-7) y actividad de TOP, que convierte a la Ang I en la Ang-(1-7) 
(Alzayadneh y col., 2015). Se ha demostrado que la Ang II intracelular se une a 
los Rs ubicados en la membrana nuclear, induciendo así la transcripción de los 
genes que codifican para el angiotensinógeno y la renina (Kumar y col., 2007). A 
su vez, la Ang II extracelular induce la translocación del R AT1 desde la 
membrana plasmática al núcleo celular en las células musculares lisas humanas y 
de rata y en neuronas de rata (Lu y col., 1998; Bkaily y col., 2003; Cook y col., 
2006). El hallazgo del R Mas en el núcleo y la detección de la Ang-(1-7) 
intracelular e intranuclear en estas neuronas está de acuerdo con la nueva 
concepción del SRA intracelular como un sistema intracrino que podría 
contrabalancear las acciones intracelulares de la Ang II a través de los Rs AT1 
intracelulares (Zhuo y col., 2006; Kumar y col., 2007; Chapell y col., 2009; 
Gwathmey-Williams y col., 2010). 
 El R Mas es un RAPG constitutivamente activo, es decir, cambios en los 
niveles proteicos del R Mas inducen cambios en la señalización constitutiva y, por 
lo tanto, pueden funcionar sin requerir un ligando (Canals y col. 2006; Tirupula y 
col. 2014). El presente trabajo demostró una mayor activación de la vía de Akt y 
una mayor liberación basal de derivados del AA en condiciones basales en las 
neuronas del tronco encefálico de ratas SHR en comparación con las neuronas de 
ratas WKY. En concordancia, en las células del músculo liso vascular de ratas 
SHR se observó una mayor activación basal de la vía de Akt con respecto a ratas 
normotensas (Bou Daou y col., 2016). En las células HEK293T, la estimulación 
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del R Mas indujo la activación de la vía de Akt una vez que el R fue internalizado 
(resultados actuales). Dado que la fracción del R Mas en endosomas tempranos, 
en condiciones basales, fue mayor en las neuronas de ratas SHR que la observada 
en las neuronas de ratas WKY, hipotetizamos que la mayor actividad basal de Akt 
observada en las neuronas de ratas SHR podría resultar de una mayor 
internalización del R. De hecho, una mayor fracción del R Mas está presente en 
los endosomas tempranos en condiciones basales en las neuronas de las ratas SHR 
respecto de las de ratas WKY. Sin embargo, no se observaron diferencias en la 
activación basal de la vía de ERK1/2 entre las neuronas de ratas SHR y las de 
ratas WKY. En contraposición, en las células del músculo liso vascular de ratas 
SHR de 3 meses de edad se observó una mayor activación basal de ERK1/2, con 
respecto a la actividad observada en las ratas normotensas (Bou Daou y col., 
2016). De igual manera, en cultivos primarios de miocitos y en las arterias 
cerebrales y coronarias de ratas SHR y WKY se observó una mayor activación 
basal de ERK1/2 en ratas SHR (Cao L y col., 2013; Zhu y col., 2015).  
En las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY se observó que la 
Ang-(1-7) indujo la fosforilación de ERK1/2 y Akt y estimuló la liberación de 
derivados de AA, tal como se observó en las células HEK293T (resultados 
presentes y reportados por Gironacci y col., 2011). Sin embargo, a diferencia de lo 
observado en las neuronas de ratas WKY, la Ang-(1-7) no modificó la 
fosforilación de ERK1/2 y Akt ni la liberación de derivados del AA en las 
neuronas de ratas SHR. La falta de respuesta a la Ang-(1-7) a los 15 min de 
estímulo observada en las neuronas de estas ratas se correspondería con la menor 
unión de la Ang-(1-7) a su R observada a este tiempo.  
En trabajos previos de nuestro laboratorio, la Ang-(1-7) indujo un 
significativo aumento en la fosforilación de Akt luego de 5 min de estímulo con la 
Ang-(1-7) y un aumento leve, aunque significativo, en la fosforilación de ERK1/2 
luego de 10 min de estímulo con la Ang-(1-7) en cultivos primarios mixtos de 
neuronas del tronco encefálico y del hipotálamo de ratas SHR (Lopez Verrilli y 
col., 2012). Dicho efecto fue bloqueado por un antagonista del R Mas (Lopez 
Verrilli y col., 2012). En el presente trabajo se utilizaron cultivos primarios de 
neuronas del tronco encefálico y el tiempo de estímulo con la Ang-(1-7) fue 
mayor (15 min o 30 min). En concordancia con nuestros resultados actuales, se ha 
demostrado previamente que la Ang-(1-7) no modificó la fosforilación de Akt o 
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de ERK1/2 en los cultivos neuronales mixtos de ratas SHR luego de 15 min de 
tratamiento (Lopez Verrilli y col., 2012). 
En las células HEK293T demostramos que luego de 15 min de estímulo 
con la Ang-(1-7) el 50% de los Rs se encuentran internalizados (Gironacc y col., 
2011). El hecho de haber observado un aumento en la fosforilación de Akt y de 
ERK1/2 en las neuronas de ratas WKY luego de 15 min de estímulo con la Ang-
(1-7) sugiere que probablemente, al igual que en las células HEK293T, en las 
neuronas del tronco encefálico de ratas WKY la activación de Akt y de ERK1/2 
inducida por el estímulo tenga lugar desde los endosomas tempranos. Por lo tanto, 
la falta de efecto de la Ang-(1-7) sobre la activación de Akt y ERK1/2 en las 
neuronas de ratas SHR luego de 15 min podría sugerir que el R Mas no estimula 
dichas vías de señalización desde los endosomas tempranos. En estas neuronas la 
activación de Akt y ERK1/2 podría darse desde la membrana, previo a la 
internalización del R. Otra posible explicación es que otras vías de señalización 
estén implicadas en la activación del R Mas, no evaluadas en el presente trabajo, 
como la vía de la adenito ciclasa/ AMPc/ PKA, la vía de JAK/ STAT (STAT, 
sigla en inglés de signal transducers and activators of transcription) o la 
activación de RhoA. 
Por otro lado, la generación de NO fue menor en las neuronas de ratas 
SHR respecto de las ratas WKY, y ello contribuiría al desarrollo de HTA en estas 
ratas. Es bien conocido que el NO cumple un papel importante como regulador de 
la actividad del sistema nervioso simpático (Xu y Li, 2015). Se ha demostrado que 
la administración de dadores de NO en el PVN aumenta los niveles locales del 
ácido gamma-aminobutírico (GABA sigla en inglés de gamma-aminobutiric 
acid), un neurotransmisor inhibitorio. De esta manera, el NO induce una 
disminución en la actividad simpática renal, en la frecuencia cardíaca y en la 
presión arterial (Xu y Li, 2015). La respuesta hipotensora de la Ang-(1-7) en el 
área hipotalámica anterior y en la CVLM es dependiente de la generación de NO 
(Alzamora y col., 2002; Cerrato y col., 2011). Asimismo, el incremento en las 
corrientes de potasio que produce la Ang-(1-7) en las neuronas catecolaminérgicas 
(Rui-Fang Yang y col., 2010) y el efecto inhibitorio que presenta este péptido 
sobre la liberación de noradrenalina en el hipotálamo de ratas WKY y SHR 
(Gironacci y col., 2004) están mediados por NO. Nuestros resultados demuestran 
que si bien la Ang-(1-7) aumenta la generación de NO en las neuronas de ratas 
WKY, no modifica los niveles de NO en las neuronas de ratas SHR. Este hecho, 
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junto con la disminución basal en la producción de NO en las neuronas de las 
ratas SHR contribuirían al estado hipertensivo de las ratas SHR.  
En resumen, en cuanto a la caracterización del eje depresor del SRA en las 
neuronas del tronco encefálico de ratas se observó que, si bien el contenido 
proteico del R Mas estaba aumentado en las neuronas de las ratas SHR, la unión 
de la Ang-(1-7) se encontró disminuida en estas neuronas, así como los niveles 
intraneuronales de la Ang-(1-7) y no se observó respuesta al estímulo con la Ang-
(1-7). Por lo tanto, en las neuronas del tronco encefálico de las ratas SHR el eje 
depresor del SRA se encuentra desfavorecido con respecto a lo obsevardo en las 
neuronas de las ratas normotensas. 
En el presente trabajo hemos demostrado que luego del estímulo con la 
Ang-(1-7) el R Mas es endocitado por vesículas con cubierta de clatrina y por 
caveolas para ser luego reciclado por vesículas de reciclado lento a la membrana 
plasmática en las células HEK293T. Una vez estudiado el tráfico en estas células, 
que al ser una línea celular son más fáciles de manipular y transfectar, se estudió 
el tráfico del R Mas en neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR. 
Consecuentemente con lo descripto en las células HEK293T, el R Mas colocalizó 
con Cav-1 y con β-arrestina2 luego del estímulo con la Ang-(1-7) en las neuronas 
del tronco encefálico de las ratas WKY y SHR. De igual manera, el R Mas 
colocalizó con el marcador de endosomas tempranos, EEA1, y el marcador de 
vesículas de reciclado lento a la membrana, Rab11, y no colocalizó con el 
marcador de lisosomas, Lysotracker, luego del estímulo con la Ang-(1-7) tanto en 
las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY como en las de ratas SHR. Por lo 
tanto, tanto en las células HEK293T como en las neuronas del tronco encefálico 
de ratas el R Mas fue internalizado por caveolas y vesículas con cubierta de 
clatrina, direccionado a endosomas tempranos y reciclado lentamente a la 
membrana plasmática. Sin embargo, el tráfico del R Mas presentó algunas 
diferencias en las neuronas de las ratas SHR en comparación con las neuronas de 
las ratas WKY. En primer lugar, la Ang-(1-7) indujo un aumento en la 
colocalización del R Mas con Cav-1 que fue mayor en las neuronas de las ratas 
SHR que en las neuronas de las ratas WKY. Lo contrario ocurrió con la β-
arrestina2: la Ang-(1-7) indujo un aumento en la fracción que colocalizó con la β-
arrestina2 mayor en las neuronas de las ratas WKY que en las neuronas de las 
ratas SHR. Por ende, en las neuronas de las ratas SHR la Ang-(1-7) induciría la 
internalización del R Mas preferentemente por caveolas. Esto podría resultar en la 
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activación de vías de señalización diferentes en las neuronas de ratas SHR. 
Además, en las neuronas de las ratas SHR una mayor fracción del R Mas fue 
direccionada a los endosomas tempranos, una menor fracción fue reciclada a la 
membrana plasmática y una fracción del R Mas fue translocada al núcleo celular. 
Este tráfico diferencial del R Mas en las neuronas del tronco encefálico de ratas 
SHR implica que una menor fracción de Rs estarían expuestos al agonista en la 
membrana celular. Ello explicaría la disminución en la unión de la Ang-(1-7) al R 
observada en las neuronas de las ratas SHR.  
Alteraciones en el tráfico de Rs se han asociado con el desarrollo de 
diferentes patologías. Por ejemplo, en la insuficiencia cardíaca se observaron 
alteraciones en el tráfico de Rs β-adrenérgicos como consecuencia de un aumento 
en el contenido proteico de GRK2. Al estar GRK2 aumentada en esta patología, 
existe un desacoplamiento funcional de los Rs β-adrenérgicos en el corazón 
(Rengo y col., 2011; Siryk-Bathgate y col., 2013). Además, se han identificado en 
la naturaleza variaciones genéticas en proteínas accesorias que alteran el tráfico y 
la función de los RAPGs (Thompson  y col., 2014). Por ejemplo, la expresión de 
una variante de la GRK4 en ratones resulta en el desarrollo de HTA. La expresión 
de esta variante de GRK4 induce hiperfosforilacion del R D1 de dopamina, 
haciéndolo incapaz de responder a nuevos estímulos, evitando así que el R inhiba 
el transporte de sodio renal (Wang y col., 2016). Diversos trastornos neurológicos 
como el Alzheimer y el Parkinson están asociados a mutaciones en los factores 
involucrados en las vías de transporte entre el complejo de Golgi y el sistema 
endosomal (Progida y Bakke, 2016). Estos ejemplos demuestran que el estudio 
del tráfico de los RAPGs es de fundamental importancia para expander las 
herramientas terapéuticas disponibles para el tratamiento de diversas patologías. 
Un número considerable de RAPGs se expresan en la membrana nuclear 
(Gobeil y col., 2003; Lee y col., 2004; Savard y col., 2008; Gwathmey y col., 
2012). Sin embargo, la translocación de los RAPGs al núcleo ha sido reportada 
para un grupo más reducido de Rs (Lu y col., 1998; Bkaily y col., 2003; Cook y 
Re 2012; Villar-Cheda y col., 2017). Por ejemplo, se ha demostrado que luego del 
estímulo con la Ang II, el R AT1 es translocado al núcleo en las neuronas del 
hipotálamo y tronco encefálico (Lu y col., 1998). En neuronas de la sustancia 
nigra pars compacta de rata, la Ang II induce la internalización del complejo Ang 
II-R AT1 y la translocación del mismo al núcleo (Villar-Cheda y col., 2017). La 
Ang II no solo estimula la translocación del R AT1 en las neuronas sino también 
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en las células del músculo liso vascular. En estas células, la Ang II induce 
rápidamente la internalización del R AT1, su posterior translocación nuclear, así 
como la síntesis nuclear de novo de este R (Bkaily y col., 2003).  
Tanto el R Mas como el R AT1 tienen en su secuencia una secuencia NLS 
para su translocación al núcleo (Lee y col., 2004). Pese a que se ha demostrado 
previamente la expresión proteica del R Mas en núcleos aislados de riñón de oveja 
(Gwathmey y col., 2012), la translocación del R Mas al núcleo celular no ha sido 
reportada. Curiosamente, observamos que el estímulo con Ang-(1-7) induce el 
direccionamiento del R Mas al núcleo solo en las neuronas de ratas SHR. Esta 
translocación del R Mas al núcleo fue acompañada por un aumento en los niveles 
de la Ang-(1-7) intranucleares, lo que sugiere que el R se transloca unido a su 
ligando. De acuerdo con esto, en el presente trabajo demostramos que el R Mas 
colocalizó con la Ang-(1-7) en estas neuronas, confirmando que el R Mas se 
mantiene unido a su ligando mientras es internalizado y direccionado al núcleo 
celular. Los Rs nucleares activan vías de señalización en el núcleo y pueden 
alterar la expresión génica e incluso participar en eventos citosólicos iniciados en 
el núcleo (Campden y col., 2015; Branco y Allen, 2015). El R AT1 nuclear, en las 
neuronas de ratas normotensas, está involucrado en acciones neuromoduladoras 
de la Ang II ya que se observó un aumento en el ARNm de la TH como 
consecuencia de la translocación del R AT1 al núcleo (Lu y col., 1998). De esta 
manera, el tráfico del R Mas al núcleo en las neuronas de ratas SHR podría 
contrabalancear las acciones nucleares del R AT1. Las implicancias del tráfico del 
R Mas al núcleo celular en las neuronas de ratas SHR y su posible papel en el 
estado hipertensivo de las ratas SHR o su posible rol como mecanismo 
compensatorio del estado hipertensivo de esta cepa resta ser esclarecido, así como 
el mecanismo molecular por el cual el R Mas es translocado al núcleo.  
Los RAPGs nucleares no se localizan únicamente en la envoltura nuclear 
ya que se ha reportado que ciertos RAPGs, como el R AT1, el R de hormona 
paratiroidea, y el R ETB de endotelina, se localizan en el nucleoplasma (Lu y col., 
1998; Chen y col., 2000; Watson y col., 2000). Gwathmey y col. (2012) 
demostraron en núcleos aislados de células del riñón de oveja, que la estimulación 
del R Mas induce un rápido aumento en la producción del NO. Dada esta rápida 
respuesta a la Ang-(1-7), estos autores hipotetizan que el R Mas se localiza, al 
menos en parte, en la membrana nuclear externa. La membrana nuclear forma una 
red reticular nuclear de manera que un R ubicado en la membrana nuclear está en 
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contacto íntimo con el ADN y, por lo tanto, idealmente situado para la regulación 
de la expresión génica (Campden y col., 2015; Drozdz y Vaux,  2017). En el 
presente trabajo observamos que el R Mas colocalizó con Nup62, una proteína del 
complejo del poro nuclear. Sin embargo, una menor fracción del R Mas no 
colocalizó con Nup62 y se observó dentro del núcleo colocalizando con Hoechst 
33258, mardador de ADN. Los Rs pueden mantenerse en la membrana nuclear 
interna unidos a laminina o a la cromatina o pueden estar dentro del núcleo unidos 
a estructuras lipídicas (Savard y col., 2008; Campden y col., 2015; Drozdz y Vaux  
2017). En las neuronas de ratas SHR el R Mas se evidenció en la membrana 
nuclear y dentro del núcleo.  
Muchas teorías han sido propuestas para explicar la translocación de un 
RAPG al núcleo (Lu y col., 1998; Gobeil y col., 2006; Boivin y col., 2008; 
Campden y col., 2015), pero aún se sabe poco sobre el mecanismo exacto para 
este direccionamiento. Debido a que la doble membrana nuclear se continúa con 
el retículo endoplásmico, los Rs pueden movilizarse entre ambos compartimentos. 
Los Rs desde el retículo endoplásmico, pueden viajar a través de la membrana 
externa nuclear, el poro y dentro de la membrana interna (Bhosle y col., 2015). 
También se propuso que la translocación de proteínas al núcleo puede estar 
mediada por tráfico vesicular (Campden y col., 2015). La translocación de una 
proteína al núcleo puede ocurrir también a través de importinas que reconocen las 
proteínas a transportar mediante la unión a las secuencias NLS de localización 
nuclear (Lange y col., 2007). La colocalización del R Mas con una proteína del 
complejo del poro nuclear sugeriría que el R utiliza esta vía para entrar en el 
núcleo, tal como se ha demostrado previamente para el R AT1 (Lu y col., 1998). 
Existe evidencia que indica que la localización de los RAPGs en el núcleo 
es un proceso selectivo (Branco y Allen, 2015). Por ejemplo, el R ETB de 
endotelina está presente en los núcleos de los cardiomiocitos (Merlen y col., 2013) 
pero no se ha detectado en los núcleos de las células HEK293 (Branco y Allen, 
2015). Un caso análogo ocurre con el R de apelina (Branco y Allen, 2015). En 
concordancia, en el presente estudio se observó que el R Mas es translocado al 
núcleo en las neuronas del tronco encefálico de las ratas SHR, pero no en las de 
las ratas WKY. Además, no se observó la localización nuclear del R Mas en las 
células HEK293T ni en condiciones basales ni como consecuencia del estímulo 
con la Ang-(1-7). Se demostró, mediante estudios de mutagénesis sitio-dirigida, 
que la secuencia NLS, así como secuencias próximas, son esenciales para el 
   
160 
tráfico de Rs al núcleo celular y diferencias en estas secuencias pueden estar 
involucradas en el direccionamiento diferencial de los Rs al núcleo en cada tipo de 
célula (Lee y col., 2004; Branco y Allen, 2015).  
La heterodimerización de los RAPGs altera la funcionalidad, la 
internalización y el tráfico de los Rs (Milligan, 2010; Ciruela y col., 2010; Ferré y 
col., 2014). Un ejemplo de ello se reportó recientemente para el R β2-adrenérgico 
y para el R AT1, donde la unión de la β-arrestina2 al R β2-adrenérgico se ve 
afectada por su heterodimerización con el R AT1 (Tóth y col., 2017). La 
activación del R AT1 aumenta la unión del R β2-adrenérgico a la β-arrestina2 
favoreciendo la señalización por β-arrestina en lugar de la unión a proteína G 
(Tóth y col., 2017). Los Rs de los ácidos grasos libres (FFAR, sigla en inglés de 
free fatty acid receptor) FFAR2 y FFAR3 constituyen otro ejemplo de cómo la 
interacción de los Rs afecta la señalización y el tráfico de los mismos. La 
interacción entre los Rs FFAR2 y FFAR3 induce un aumento de 1,5 veces en los 
niveles de calcio intracelular y un reclutamiento de β-arrestina 30 veces mayor 
que cuando el FFAR3 se encuentra como monómero (Ang y col., 2017). 
Asimismo, la interacción entre Rs induce diferentes respuestas celulares. La 
formación de un heterómero entre el R opioide KOR y el R B2 en las células 
HEK293 induce un aumento en la actividad de la PKA y un consecuente aumento 
en la fosforilación de un elemento de respuesta al AMPc, lo que incrementa 
significativamente la proliferación celular (Ji y col., 2017).  
Dados estos ejemplos, una posible explicación para el tráfico diferencial 
del R Mas y para la diferencia en la respuesta a la Ang-(1-7) observada entre las 
neuronas de las ratas WKY y las de SHR podría ser que el R Mas interaccione con 
otros RAPGs. Existen evidencias fisiológicas que sugieren la interacción entre el 
R Mas y el R B2 de bradiquinina en lechos vasculares (Peiró y col., 2013) y en las 
neuronas del hipotálamo de rata WKY y SHR (Gironacci y col., 2004). El efecto 
vasodilatador que presenta la Ang-(1-7) en las arterias mesentéricas de ratón 
desaparece en presencia de un antagonista para el R B2 o de un antagonista para el 
R Mas, mientras que la bradiquinina carece de efecto vasodilatador en ratones 
knock-out para el R Mas (Peiró y col., 2013). En el hipotálamo de rata, la Ang-(1-
7) inhibe la liberación de noradrenalina mediante un mecanismo dependiente del 
R Mas y del R B2 (Gironacci y col., 2004). Se ha demostrado que El R Mas 
interactúa con el R B2 a través de la formación de un heterómero en las células 
HEK293T (Cerrato y col., 2016) y ello explicaría las evidencias fisiológicas que 
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sugieren la interacción entre ambos péptidos. Por otra parte, el R Mas puede 
también interaccionar con el R AT1. El R Mas actúa como un antagonista 
fisiológico del R AT1 mediante la formación de un heterómero R Mas-R AT1 
(Kostenis y col., 2005). Existe evidencia que sugiere la interacción entre el R Mas 
y el R AT1 en la amígdala de ratón, dado que la señalización del R AT1 en esta 
área es dependiente de la presencia del R Mas (Von Bohlen y Halbach, 2000). 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, el tráfico diferencial que presenta el R 
Mas en las neuronas del tronco encefálico de las ratas SHR (resultados presentes) 
podría resultar de la interacción con el R B2 y con el R AT1.  
Se evidenció que el R Mas interacciona con el R B2 en condiciones 
basales y que la Ang-(1-7) induce un aumento en el número de heterómeros R 
Mas-R B2 tanto en las neuronas del tronco encefálico de las ratas WKY como de 
las de SHR, aunque el número de heterómeros formados fue significativamente 
mayor en las primeras. Contrariamente a lo observado en las neuronas de las ratas 
WKY, la interacción R Mas-R B2, luego del estímulo con la Ang-(1-7), se 
observó predominantemente en el núcleo de las neuronas de las ratas SHR. Dado 
que una mayor fracción de Rs interactuaron con el R B2 luego del estímulo con la 
Ang-(1-7) en las neuronas de las ratas WKY, es posible que, en estas neuronas, la 
interacción del R Mas con el R B2 impida el secuestro del mismo al núcleo 
celular. En las neuronas de las ratas SHR, en cambio, una vez translocado el R 
Mas al núcleo, este podría interactuar con los Rs B2 nucleares. La presencia del R 
B2 en núcleos aislados de hepatocitos de ratas ha sido previamente reportado 
(Savard y col. 2008). En estos núcleos, la bradiquinina indujo la movilización de 
calcio nucleoplásmico, aumentó la fosforilación de Akt e indujo la acetilación de 
la histona H3 con el consecuente aumento de la transcripción (Savard y col., 
2008). El R B2 también se localiza en los núcleos de las células HEK293 que 
expresan el R B2 fusionado a la proteína fluorescente verde (Takano y 
Matsumaya, 2014).  
La interacción de Rs puede afectar las vías de señalización activadas por 
los Rs como monómeros (Farran, 2017). En las células HEK293T, la Ang-(1-7) 
indujo un aumento en la fosforilación de Akt solo en presencia del heterómero R 
Mas-R B2 (Cerrato y col., 2016). Además, la activación de ERK1/2 y la 
liberación de derivados del AA fue mayor en presencia del heterómero (Cerrato y 
col., 2016). En las neuronas de las ratas SHR el número de heterómeros R Mas-R 
B2, luego del estímulo con la Ang-(1-7), fue menor que en las neuronas de ratas 
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WKY. Esto podría explicar en parte la falta de respuesta a la Ang-(1-7) observada 
en las neuronas de ratas hipertensas. A su vez, el secuestro del R Mas al núcleo 
celular en las neuronas de las ratas SHR y la interacción en el núcleo con el R B2 
podría inducir la activación de señales de transducción intranucleares diversas a 
las que ocurren en la membrana o en los endosomas tempranos.  
Se ha reportado que la interacción del R Mas con el R B2 retarda la 
internalización del R Mas en las células HEK293T (Cerrato y col., 2016). La 
interacción del R Mas con el R B2 podría retardar la internalización del R Mas en 
las neuronas de las ratas WKY y esto podría explicar en parte la menor fracción 
del R Mas en endosomas tempranos observada en las neuronas de estas ratas con 
respecto a lo observado en las neuronas de ratas hipertensas.  
Mientras que el heterómero R Mas-R B2 existe constitutivamente en las 
células HEK293T y su formación no está influenciada por la Ang-(1-7) (Cerrato y 
col., 2016), lo contrario fue observado en las neuronas de ratas WKY y SHR. En 
estas neuronas, se evidenció un número bajo de heterómeros en condiciones 
basales y el estímulo con Ang-(1-7) aumentó significativamente el número de 
heterómeros en las neuronas de ambas cepas. 
Con respecto al R AT1, un mayor número de heterómeros entre el R Mas y 
el R AT1 se observó en las neuronas de las ratas SHR con respecto a lo observado 
en las neuronas de las ratas WKY en condiciones basales. Se podría especular que 
el mayor número de heterómeros R Mas-R AT1 presentes en condiciones basales 
en las neuronas de ratas SHR podría ser parte de una respuesta protectora para 
contrabalancear los efectos de la activación del R AT1, dado que el R AT1 se 
encuentra sobreexpresado en las neuronas de esta cepa (Han y Sim, 1998). De 
hecho, se demostró que el R Mas funciona como un antagonista fisiológico del R 
AT1 mediante la formación de un heterómero (Kostenis y col. 2005). Sin 
embargo, también es posible que el R AT1 al interaccionar con el R Mas 
antagonice los efectos de este R.  En corazones aislados de ratones normotensos, 
la Ang-(1-7) indujo, a través del R Mas, vasodilatación coronaria solo en 
presencia de un antagonista para el R AT1 (Castro y col., 2005). Esta 
vasorrelajación fue a su vez dependiente de la producción de NO y 
prostaglandinas (Castro y col., 2005). De acuerdo con esto, el mayor número de 
heterómeros R Mas-R AT1 hallados en condiciones basales en las neuronas de las 
ratas SHR podría ser responable de la menor producción de NO observada en las 
neuronas de esta cepa. Por lo tanto, es también posible que el R AT1 funcione 
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como un antagonista del R Mas y que ambos Rs se contraregulen en condiciones 
fisiológicas mediante la formación de un heterómero. 
La Ang-(1-7) indujo un aumento en el número de heterómeros R Mas-R 
AT1 solo en las neuronas de las ratas WKY. Dado que el R Mas y el R AT1 
parecen contrabalancearse mutuamente mediante la formación de un heterómero 
(Kostenis y col., 2005; Castro y col., 2005), el aumento del número de 
heterómeros R Mas-R AT1 luego del estímulo en las neuronas de ratas 
normotensas podría constituir un mecanismo para regular o finalizar la respuesta a 
la Ang-(1-7). A diferencia de lo observado en las neuronas de las ratas WKY, el 
estímulo con la Ang-(1-7) en las neuronas de las ratas SHR no modificó el 
número de heterómeros R Mas-R AT1. En el hipotálamo aislado de ratas SHR la 
Ang-(1-7) indujo una disminución en la liberación de noradrenalina inducida por 
potasio que no se modificó en presencia de un antagonista del R AT1 (Gironacci y 
col., 2004). Es decir, la respuesta simpatoinhibidora de la Ang-(1-7) resultó, en 
este caso, independiente del R AT1 (Gironacci y col., 2004).  Por lo tanto, esto 
parece sugerir que el R Mas no interacciona con el R AT1 luego del estímulo con 
la Ang-(1-7) en el hipotálamo de ratas SHR. La interacción entre los RAPGs y su 
función en la regulación de la respuesta celular parece ser particular para cada tipo 
celular. 
Las diferencias halladas en la interacción del R Mas con el R AT1 entre las 
neuronas de ratas WKY y SHR podrían estar involucradas en las diferencias 
observadas en el tráfico del R Mas y en la respuesta a la Ang-(1-7) en estas 
neuronas. A diferencia de lo observado para el heterómero R Mas-R B2, la 
interacción R Mas-R AT1 resultó predominantemente citosólica en las neuronas 
de ambas cepas. Actualmente no hay estudios realizados que expliquen cómo la 
interacción del R Mas con el R AT1 afecta el tráfico de estos Rs como se ha 
reportado para el heterómero R Mas-R B2.  
En resumen, la interacción del R Mas con el R B2 o con el R AT1 en las 
neuronas del tronco encefálico resultó claramente diferente en las neuronas de 
ratas WKY con respecto a las de SHR: en las neuronas de las ratas WKY la Ang-
(1-7) indujo un aumento en la formación de los heterómeros R Mas-R B2 y R 
Mas-R AT1, mientras que en las neuronas de las ratas SHR la Ang-(1-7) solo 
aumentó la formación del heterómero R Mas-R B2, en menor medida que en las 
neuronas de ratas WKY, y esta interacción ocurrió predominantemente en el 
núcleo. La interacción diferencial de estos Rs podría explicar, al menos en parte, 
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el tráfico diferencial del R Mas observado en las neuronas de ratas hipertensas. En 
base a estos resultados, queda claro que el estudio de la interacción de estos Rs es 
de fundamental importancia para enterder las respuestas farmacológicas del 
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Conclusiones          
 
Hemos demostrado en células HEK293T que el R Mas es internalizado a 
través de vesículas con cubierta de clatrina y por caveolas de manera dinamina 
dependiente. Una vez internalizado, el R Mas induce la activación de Akt y 
ERK1/2. En el caso de Akt la activación ocurre de manera independiente de la -
arrestina2. Por el contrario, la β-arrestina2 está implicada en la activación de 
ERK1/2. Luego, el R Mas es reciclado a la membrana plasmática a través de 





Figura 1: Tráfico del R Mas en las células HEK293T. Adaptado de 
Cerniello y col., 2017. βarr: βarrestina2. 
 
En las neuronas del tronco encefálico de ratas normotensas WKY e 
hipertensas SHR demostramos que el R Mas se expresa tanto en la célula como en 
el núcleo celular, así como también detectamos niveles de la Ang-(1-7) 
intracelulares e intranucleares. Esto está de acuerdo con la nueva concepción del 
SRA intracelular como un sistema intracrino que podría contrabalancear las 
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acciones intracelulares de la Ang II a través de los Rs AT1 intracelulares en estas 
neuronas.  
Además, hemos demostrado que, si bien la expresión del R Mas se 
encuentra aumentada en las neuronas del tronco encefálico de las ratas SHR con 
respecto a las neuronas de las ratas normotensas, la unión de la Ang-(1-7) está 
disminuida, así como los niveles de Ang-(1-7) intraneuronales, y no evidenciamos 
activación de vías de señalización relacionadas con la activación del R Mas luego 
del estímulo con el agonista. Por lo tanto, el eje depresor del SRA estaría 
desfavorecido en las neuronas de las ratas hipertensas.  
En cuanto al tráfico del R Mas, demostramos que al igual que en las 
células HEK293T, el R Mas es internalizado por vesículas con cubierta de clatrina 
y por caveolas, dirigido a los endosomas tempranos y reciclado a la membrana 
plasmática luego del estímulo con la Ang-(1-7) en las neuronas del tronco 
encefálico de ratas WKY y SHR.  
Sin embargo, el tráfico del R Mas resulta ser diferente en las neuronas del 
tronco encefálico de las ratas hipertensas: una mayor fracción de Rs es 
internalizada, mientras que una fracción menor de Rs es reciclada a la membrana 
plasmática, y una fracción del R Mas es direccionada al núcleo celular (figura 2). 
De esta manera, una menor cantidad del R Mas quedaría expuesta en la membrana 
plasmática al ligando extracelular en las neuronas de las ratas hipertensas, lo cual 
contribuiría al desbalance del SRA, en detrimento del eje depresor, observado en 
la HTA.  
La translocación del R Mas al núcleo celular en las neuronas de las ratas 
SHR no sólo implica un mayor secuestro del R al núcleo, sino que puede dar lugar 
a respuestas intranucleares que contribuirían al estado hipertensivo de las ratas 
SHR o constituirían mecanismos compensatorios. El tráfico de los RAPGs al 















Figura 2: Tráfico del R Mas en las neuronas del tronco encefálico de las ratas SHR.  
 
Evidenciamos que el R Mas interacciona con el R B2 y con el R AT1 en 
las neuronas del tronco encefálico de ratas WKY y SHR, aunque con un patrón 
diferente entre ambas cepas: en las neuronas de las ratas WKY la Ang-(1-7) 
induce un aumento en la formación de los heterómeros R Mas-R B2 y R Mas-R 
AT1, mientras que en las neuronas de las ratas SHR la Ang-(1-7) solo aumenta la 
formación del heterómero R Mas-R B2, en menor medida que en neuronas de 
ratas WKY, y esta interacción ocurre en el núcleo. La interacción diferencial del R 
Mas con otros RAPGs podría contribuir al tráfico diferencial observado en estas 
neuronas.  
La elucidación de los mecanismos de internalización y tráfico del R Mas 
es esencial no sólo para una mejor comprensión de la biología del R, sino también 
para una mejor comprensión de la señalización de los RAPGs en la salud humana 
y en la enfermedad. El estudio de la internalización, señalización y tráfico del R 
Mas ampliará nuestra comprensión de la farmacología y de la función del R y 
abrirá nuevas oportunidades para el desarrollo de estrategias para manipular 
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terapéuticamente la función de los RAPGs en enfermedades asociadas con el 
tráfico y la señalización alterada de estos Rs, como la HTA y la insuficiencia 
cardíaca. El alto porcentaje de individuos con HTA medicados que no logran 
controlar sus valores de presión arterial con la medicación actual refuerza la 
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